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略語集 
AFABP/aP2  : Adipocyte fatty acid binding protein 
CBB   : Coomassie brilliant blue 
CV   : Coefficient of variation 
DMSO   : Dimethyl sulfoxide 
FITC   : Fluorescein isothiocyanate 
FRET   : Fluorescence resonance energy transfer 
GST   : Glutathione S-transferase 
Hs   : Homo sapiens 
HTRF   : Homogenous time-resolved fluorescence 
HTS   : High-throughput screening 
IC50   : Half maximal (50%) inhibitory concentration 
IPTG   : Isopropyl-β-thiogalactopyranoside 
Ld, L. donovani  : Leishmania donovani 
PEG   : Polyethylene glycol 
Pex    : Peroxin 
PTS-1 and -2  : Peroxisome targeting signal-1 and -2 
SPR   : Surface plasmon resonance 
Tb, T. brucei  : Trypanosoma brucei 
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緒言 
 トリパノソーマ原虫は Trypanosoma 属に属する原生生物で、ツェツェバエ等の刺咬を
介してヒトを含むほとんど全ての脊椎動物に感染する。ヒトに感染したトリパノソーマ
原虫は血中で増殖し、発熱や神経症状を呈し死に至るアフリカ睡眠病や心臓肥大や心不
全を主症状とするシャーガス病などの重篤なトリパノソーマ感染症を引き起こす。中で
もアフリカ睡眠病はサハラ以南のアフリカを中心に約 6,500万人が感染の危機に曝され、
年間に約 2 万人の死者がでている[1]。アフリカ睡眠病に代表されるトリパノソーマ感
染症の治療法は現在、スラミン、メラルソプロール等を用いた薬物療法が中心である。
しかし、これらの治療薬は脳障害などの強い副作用を引き起こす。またこれらの治療薬
に耐性を示す原虫が存在することもある[2-4]。これらのことより、現段階では人体に安
全かつ有効な治療薬はない。さらに、原虫はヒトの免疫応答を回避するシステムをもっ
ているため、現在トリパノソーマ感染症のワクチンは存在せず、原虫感染症の予防は難
しい。そこで、人体に安全な新しい治療薬の開発が必要とされている。 
 トリパノソーマはその伝染
過程において、周辺環境に適
応するため形態を変化させる
特有の生活環を有している
(Fig. I)。アフリカ睡眠病の原因
となる Trypanosoma brucei ssp. 
(T. brucei)は、感染動物からの
吸血により、伝染媒体である
ツェツェバエに取り込まれる
と、その腸管内で procyclic 型
へとその形態を変化させる。
Procyclic 型トリパノソーマは
ツェツェバエの腸管内にて二
分裂により増殖する。そうし
て増殖した procyclic 型トリパノソーマはツェツェバエの唾腺へと移行し、吸血により
ヒトなどの哺乳動物に再び感染すると、血流型へと変態する[5,6]。Procyclic 型トリパノ
ソーマでは、ATP 合成は解糖系やミトコンドリアにおける酸化的リン酸化、ツェツェバ
エの腸管内に存在する L-プロリンの代謝などによって行われている [7,8]。一方で、血
流型トリパノソーマにおける ATP 合成は、血流中に豊富に存在する D-グルコースを利
Fig. I トリパノソーマの生活環
トリパノソーマは、その感染過程で寄生宿主により形態を変化
させることで、効率よくエネルギー産生を行い生存・増殖して
いる[4]。
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用した解糖系に依存しており、ミト
コンドリアにおける酸化的リン酸
化は機能していない[9]。トリパノソ
ーマでは、解糖系諸酵素の多くがト
リパノソーマ特有のオルガネラで
あるグリコソームに局在している
[10](Fig. II)。特に血流型へと変態し
たトリパノソーマでは、細胞中のグ
リコソームの数が増加し、サイズも
大きく発達している[11]。さらに、グ
リコソーム内タンパク質における
解糖系諸酵素が占める割合は、
procyclic 型では 40–50%であるのに
対し、血流型では約 90%を解糖系諸
酵素が占めるようになる[12]。これ
らのことから、哺乳動物に感染した
トリパノソーマでグリコソームは、
エネルギー産生の場としてトリパ
ノソーマの生存や増殖に非常に重
要な役割を担っている。したがって、グリコソームの形成不全や機能不全はトリパノソ
ーマにとって致命的であり、グリコソーム生合成阻害をターゲットとすることにより原
虫感染症に有効な治療薬を見いだせる可能性が考えられる。 
 グリコソームには、解糖系のほかに脂肪酸酸化系やエーテルリン脂質生合成系など
哺乳動物細胞ペルオキシソームに類似した代謝系が存在する[13]。さらには、その形成
機構もペルオキシソームと類似しており、いくつかの形成因子が T. brucei においても同
定されており、グリコソームの生合成に関与している。このように、グリコソームの機
能や構造及びその形成機構が哺乳動物細胞におけるペルオキシソームに類似している
ことから、原虫グリコソームは哺乳動物細胞ペルオキシソームと起源を同じくして派生
してきたオルガネラであると考えられている[13]。ペルオキシソームは酵母からヒトを
はじめとした哺乳類まで真核生物に広く分布する 0.1–1 µm の球状ないし楕円形のオル
ガネラで、脂肪酸、特に極長鎖脂肪酸 (炭素数 22 以上) の β 酸化やプラスマローゲン
などのエーテルリン脂質、胆汁酸の生合成など生命活動維持に必須な機能を担っている。
したがって、その形成不全や機能不全は真核生物の生存に致命的であり、ヒトにおいて
Fig. II トリパノソーマにおけるグリコソーム内解糖系
G-6-P, グルコース 6-リン酸; F-6-P, フルクトース 6-リン
酸; FBP, フルクトース 1, 6-ビスリン酸; DHAP, ジヒドロ
キシアセトンリン酸; GAP, グリセルアルデヒド 3-リン
酸; G-3-P, グルコース 3-リン酸; 1, 3-BPGA, 1, 3-ビスホス
ホグリセリン酸; 3-PGA, 3-ホスホグリセリン酸。アスタ
リスク(*), PTS-1配列を有する酵素を示す。
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もペルオキシソームの形成不全や機能不全は Zellweger 症候群に代表されるペルオキシ
ソーム病と呼ばれる重篤な脂質代謝疾患を引き起こす[14-16]。ペルオキシソーム形成不
全症における原因遺伝子解析等によりペルオキシソームの形成には多くのタンパク質
が関わっていることが明らかになってきた。ペルオキシソームの形成に関わる一群のタ
ンパク質を peroxin (Pex) と呼び、酵母からヒトまでで現在までに 34 種類の Pex が同定
されている[17]。 
 ペルオキシソームを構成す
るタンパク質の多くは細胞質
の遊離ポリソームで合成され
た後、post-translational にペル
オキシソームへと輸送される
[18]。ペルオキシソームマトリ
ックスタンパク質の多くは C
末 端 に -SKL か ら な る
peroxisome targeting signal-1 
(PTS-1) をもつ[19]。PTS-1 を
もつタンパク質はまず細胞質
中で PTS-1 受容体である
Pex5p に特異的に認識されて
ペルオキシソームへと移行し
[20]、その後、Pex5p とペルオキシソーム膜上に存在する Pex14p との相互作用を介して
ペルオキシソーム内へと取り込まれる[21-23](Fig. III)。ヒト Pex5p は分子量 66.8 kDa の
タンパク質で、C 末端側領域に tetratricopeptide repeat (TPR)モチーフをもち PTS-1 と相
互作用する。また、Pex5p の N 末端領域には複数個の WXXXF/Y モチーフ(X は任意の
アミノ酸)が存在し、Pex14pとの結合に重要であると考えられている[24-26]。ヒトPex14p
は分子量 41.2 kDa の 1 回膜貫通タンパク質で、N 末端の細胞質ドメイン、膜貫通ドメ
イン、C 末端側のコイルドコイルドメインから構成されている[27]。ヒト及びラットの
Pex5p と Pex14p の相互作用において、Pex14p の 35 番目及び 52 番目の Phe は、近傍の
塩基性アミノ酸残基とで形成する結合部位に Pex5p の WXXXF/Y モチーフがすっぽり
とはまり込む構造をとっていることが報告されている[21,28]。このようにして Pex5p と
Pex14p は相互作用しており、この相互作用がペルオキシソームの形成に重要であると
考えられている。また、一部のペルオキシソームマトリックスタンパク質は N 末端に-
R/KX5Q/HL からなる PTS-2 をもつ[29]。PTS-2 をもつタンパク質は細胞質で PTS-2 受容
Fig. III ペルオキシソーム(グリコソーム)マトリックスタンパク
質の輸送機構
遊離ポリソームで生合成されたPTS-1タンパク質は細胞質中で
Pex5pに認識される。Pex5p–PTS-1タンパク質複合体はペルオキ
シソーム(グリコソーム)膜へと輸送され、Pex5pと膜状に存在す
るPex14pとの相互作用を介してPTS-1タンパク質はマトリック
ス内部へと輸送される。
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体である Pex7p に特異的に認識されてペルオキシソームへと移行し、PTS-1 タンパク質
と同様にペルオキシソーム膜上に存在する Pex14p などからなる膜透過装置を介してペ
ルオキシソーム内へと取り込まれる[30]。 
 原虫グリコソーム形成については不明な点が多く残されている。しかし、原虫ゲノム
においても哺乳類ペルオキシソームの生合成に関与するいくつかの Pex が同定されて
おり[31,32]、マトリックスタンパク質の輸送に関与する PEX5 及び PEX14 も同定され
ている。T. brucei の Pex5p (TbPex5p)も C 末端に TPR ドメインを有しており、T. brucei
の解糖系諸酵素のうち glucose-6-phosphate isomerase (PGI)や phosphofruktokinase (PFK)な
どは PTS-1 を有していることから、グリコソームも Pex5p と Pex14p のタンパク質間相
互作用を利用した哺乳類ペルオキシソームによく似た形成メカニズムにより生合成さ
れていると考えられる。さらに、T. brucei において PEX5 あるいは PEX14 をノックダウ
ンすると、グリコソーム形成に異常がみられ、原虫の増殖が抑制されることが報告され
ている[33-35]。このように、グリコソーム形成においても他の真核生物同様、Pex5p 及
び Pex14p がその形成機構に重要な役割を果たしており、その欠損や機能不全はグリコ
ソーム形成異常を引き起こし原虫の生存に致命的であると考えられる。 
 そこで、本研究ではグリコソーム形成阻害をターゲットとした新規原虫感染症治療薬
開発を目的として、グリコソーム形成因子である TbPex5p 及び TbPex14p に着目し、第
1 章では TbPex5p–TbPex14p 間相互作用の分子基盤の解析を行った。さらに、第 2 章で
は TbPex5p–TbPex14p 間相互作用を迅速に評価する High-throughput screening (HTS)系を
構築し、TbPex5p–TbPex14p 間相互作用を選択的に阻害する化合物の探索を行った。 
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第1章 TbPex5p–TbPex14p 間相互作用の分子基盤 
 
要旨 
 
 哺乳動物においてペルオキシソームマトリックスタンパク質の多くは Pex5p と
Pex14p の相互作用を介してペルオキシソームへと輸送される。これら、Pex5p 及び
Pex14p は T. brucei においても同定されている。しかし、その相互作用については不明
であった。そこで、本章では TbPex5p–TbPex14p 間相互作用の解析を試みた。その結果、
TbPex14pN 末端領域の X 線結晶構造解析結果より、その構造は哺乳動物と類似してお
り、TbPex14p の Phe35 と Phe52 の疎水性アミノ酸と Pex5p の WXXXF/Y モチーフの Trp
および Phe/Tyr が両者の結合に重要であることが示唆された。さらに、Phe35/Phe52 に隣
接する Lys56 も WXXXF/Y モチーフとの結合に関与していることが予想された。また、
TbPex5p 中に 3 つ存在する Pex14p 結合モチーフ WXXXF/Y のうち、N 末端から 3 番目
のモチーフのみが TbPex14p との相互作用に重要であることを明らかとなった。さらに、
モチーフ中の Phe/Tyr の直前のアミノ酸の負電荷が結合に関与していることが明らかと
なった。 
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1-1. 序論 
 
 哺乳動物において、C 末端に PTS-1 を有するタンパク質は細胞質の遊離ポリソームで
合成された後、PTS-1 受容体である Pex5p に認識され、Pex5p とペルオキシソーム膜上
に存在する Pex14p との相互作用を介してペルオキシソーム内へと取り込まれることが
報告されている。また、N 末端に PTS-2 を有するタンパク質は細胞質中で Pex7p に認識
され、Pex7p と Pex14p との相互作用を介する PTS-1 と似たシステムでペルオキシソー
ム内へと輸送される[36-38]。これら Pex5p や Pex14p、Pex7p はトリパノソーマにおいて
も同定されているものの、トリパノソーマはペルオキシソームを有しておらず、代わり
に原虫特有のペルオキシソーム様オルガネラであるグリコソームを有する[33,39,40]。T. 
brucei においては PGI や PFK、GPDH などの解糖系酵素は PTS-1 を有しており、TbPex5p
は PTS-1 を認識する[41]。これら解糖系諸酵素は原虫特有のオルガネラであるグリコソ
ームに局在している。近年、TbPex5p の発現量を RNA 干渉により低下させると、PTS-
1 を有するタンパク質はグリコソームに局在することが出来ず、T. brucei の増殖に深刻
な影響を与えることが報告された[33]。さらに、PEX14 の発現をノックダウンすること
でも T. brucei の増殖が抑制されることが報告されている[34,35]。したがって、T. brucei
においてグリコソームマトリックスタンパク質は Pex5p–Pex14p 間相互作用を介し輸送
されており、TbPex5p 及び TbPex14p をターゲットとした新規治療薬の開発が可能であ
ると考えられる。 
 Pex5p–Pex14p 間相互作用に関してこれまで、ヒトを含む哺乳動物において詳しく解
析が行われてきた。Pex5p の N 末端に複数個存在する WXXXF/Y モチーフが Pex14p と
の相互作用に重要であることが知られている[24,26]。しかしながら、この WXXXF/Y モ
チーフの繰り返し回数は種によって異なっている。例えば、哺乳動物では PEX5 遺伝子
のスプライシングの違いにより 2種のPex5pが存在するが、長鎖型ヒトPex5p(HsPex5pL)
ではこの WXXXF/Y モチーフを 7 つ有するのに対し、TbPex5p には 3 つしかない。T. 
brucei 及び同じく原虫の一種である Leishmania donovani (L. donovani)における Pex5p の
Pex14p との相互作用に関わるモチーフに関しては報告されているが[42,43] 、それぞれ
がどのように関与しているかは未だ不明である。一方、Pex14p に関しては、N 末端の
21–70 アミノ酸配列が種を超えて保存されており、Pex5p、Pex13p 及び Pex19p との相互
作用に関わることが報告されている[44]。ラット Pex14p に関して、その N 末端保存領
域の構造が決定され、この領域内の Phe35 及び Phe52 が Pex5p の WXXXF/Y モチーフ
との相互作用に関与していることが最近報告された [28]。また、L. donovani の
Pex14p(LdPex14p)は LdPex5p との相互作用時に構造が変化することが報告されている
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[45]。 
 本研究で我々は、TbPex5p–TbPex14p 間相互作用の解析を目的としてまず、TbPex14p
の N 末端領域の立体構造解析を行った。さらに、TbPex5p の 3 つの WXXXF/Y モチー
フのうち、どのモチーフが Pex14p との相互作用に重要であるかを明らかにするため、
pull-down assay 及び表面プラズモン解析を行った。 
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1-2. 実験材料及び実験方法 
 
1-2.1 実験材料 
 T. brucei genomic DNA は Dr. Paul A. M. Michels (University of Edinburgh)より供与いた
だいた。pET-24b 及び BL21(DE3)pLysS は Novagen (Darmstadt, Germany)より購入した。
BamHI、NotI、NdeI及び XhoIはNew England Biolabs (Beverly, MA)より購入した。Isopropyl-
-D-thiogalactopyranoside は Wako (Osaka, Japan)より購入した。 pGEX6P-1 は GE 
Healthcare (Little Chalfont, UK)より購入した。 
その他の試薬は特級もしくは生化学用を用いた。 
 
1-2.2 発現ベクターの構築 
 T. brucei genomic DNA より Table 1-1 に示すプライマー、TbPEX14-Bam-Fw/TbPEX14-
Not-Rv 及び TbPEX5-Nde-Fw/TbPEX5-Xho-Rv を用い PCR を行い、それぞれ 1.1-kb の
TbPEX14 cDNA 断片及び 2.0-kb の TbPEX5 cDNA 断片を得た。得られた TbPEX14 cDNA
断片もしくは TbPEX5 cDNA断片について、BamHI/NotIあるいはNdeI/XhoI処理を行い、
それぞれ大腸菌 N 末端 GST 融合タンパク質発現用ベクターpGEX-6P-1、大腸菌 C 末端
His タグ融合タンパク質発現用ベクターpET24b に導入し、pGEX-6P-1/TbPEX14 及び
pET24b/TbPEX5 を作製した。 
 pET24b/TbPEX5 よりプライマー、Tb5motif1NdeI-Fw/Tb5motif3BamHI-Rv を用いて
PCR を行い、0.9-kb の TbPex5p(a.a.47–333)をコードする領域を増幅した。得られた PCR
産物について、NdeI/ BamHI 処理を行い、大腸菌 N 末端 His タグ lipoyl ドメイン融合タ
ンパク質発現用ベクターpOPHLT に導入し、pOPHLT/TbPEX5(a.a.47–333)を作製した。
次に、得られた pOPHLT/TbPEX5(a.a.47–333)よりプライマーTb5M1inv-Fw/Tb5M1inv-Rv
もしくは Tb5M3inv-Fw/Tb5M3inv-Rv を用い inverse PCR を行い、TbPEX5(a.a.47–60)もし
くは TbPEX5(a.a.310–333)をコードする領域を含む 3.3-kb の断片を得た。得られた断片
について、T4 Polynucleotide Kinase (TOYOBO, Osaka, Japan)及び Ligation high (TOYOBO)
を 用 い て セ ル フ ラ イ ゲ ー シ ョ ン を 行 い 、 pOPHLT/TbPEX5(a.a.47–60) 及 び 
pOPHLT/TbPEX5(a.a.310–333)を作製した。pOPHLT/TbPEX5(a.a.47–333)よりプライマー
Tb5M2short inv-Fw /Tb5M3inv-Rv を用い inverse PCR を行い、TbPEX5(a.a.47–208)をコー
ドする領域を含む断片を増幅し、得られた断片についてセルフライゲーションを行い、
pOPHLT/TbPEX5(a.a.47–208)を作製した。得られた pOPHLT/TbPEX5(a.a.47–208)よりプ
ライマーTb5M1inv-Fw/ Tb5M2short inv-Rv を用い inverse PCR を行い、TbPEX5(a.a.196–
208)をコードする領域を含む断片を増幅し、得られた断片についてセルフライゲーショ
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ンを行い、pOPHLT/TbPEX5(a.a.196–208)を作製した。 
 pGEX-6P-1/TbPEX14 よりプライマーTb14domain-Nde-Fw/Tb14domain-Bam-Rv を用い
て PCR を行い、TbPex14p(a.a.23–71)をコードする領域を増幅した。得られた PCR 産物
について、NdeI/ BamHI 処理を行い、大腸菌 N 末端 His タグビオチン化タグ lipoyl ドメ
TbPEX14-Bam-Fw 5’-AAATTTATAGGATCCATGTCTTTGCTGCTGTCGGG-3’
TbPEX14-Not-Rv 5’-AAATTTATAGCGGCCGCTCAAGCTGCCTCGCCGCCAA-3’
underbar shows BamHI and NotI site, respectively
TbPEX5-Nde-Fw 5’-AAATTTATACATATGATGGACTGCGGCGCCGG-3’
TbPEX5-Xho-Rv 5’-AAATTTATACTCGAGCCGGCGCCGCAGTCCAT-3’
underbar shows NdeI and XhoI site, respectively
Tb5W52A/F56A-Fw 5'-AGCACGCTGCTGCCCATCAACATCACCAC-3'
Tb5W52A/F56A-Rv 5'-GAGCCGCGTCTTCCATGGGCCCGGTGGG-3'
Tb5W200A/Y204A-Fw 5'-AGGATGCCAAGGATGTTGAGGTGCATACG-3'
Tb5W200A/Y204A-Rv 5'-GTCCCGCCTCCGCCTGGTGCAATTTCTC-3'
Tb5W318A/Y322A-Fw 5'-AGGAAGCCGCACAAATGCAGGCCATGCAG-3'
Tb5W318A/Y322A-Rv 5'-GTGCCGCCTGCTCAACGTCGGCGCTGGG-3'
Tb5motif1NdeI-Fw 5’-GGAGATATACATATGGGGCCCATGGAAGAC-3’
Tb5motif3BamHI-Rv 5’-CGCGGATCCTCACTGCAGACGCTCCTG-3’
underbar shows NdeI and BamHI site, respectively
Tb5M1inv-Fw 5'-TGAGGATCCAGATCTAAGCTTGGTACC-3'
Tb5M1inv-Rv 5'-TTGATGGGCAGCAAAGTGCTG-3'
Tb5M3inv-Fw 5'-GACCCCAGCGCCGACGTTGAG-3'
Tb5M3inv-Rv 5'-CATATGGGAGCCCTGGAAATACAGGTT-3'
Tb5M2short inv-Fw 5'-CACCAGGCGGAGTGGGGACAG-3'
Tb5M2short inv-Rv 5'-GCACCTCAACATCCTTGTAATCCTG-3'
Tb14domain-Fw 5'-AAATTTATACATATGTCTGAACGTGAGAAACGTGTT-3'
Tb14domain-Rv 5'-TATAAATTTGGATCCTCATCCAACTTTGGTGAACGC-3'
Tb5E321A-Fw 5'-CATACGCACAAATGCAGGCCATG-3'
Tb5E321A-Rv 5'-CCTGTGCCCACTGCTCAACGTC-3'
Tb5E321H-Fw 5'-ACTACGCACAAATGCAGGCCATG-3'
Tb5E321H-Rv 5'-GCTGTGCCCACTGCTCAACGTC-3'
Table 1-1. List of oligonucleotide ptimer sequences.
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イン融合タンパク質発現ベクターpOPHBL に導入し、pOPHBL/YbPEX14(a.a.23–71)を作
製した。 
 各種変異型 TbPex5p-His については、Table 1-1 に示すプライマーを用いて KOD –Plus- 
Mutagenesis kit (TOYOBO)により作製した。 
 各種コンストラクションについては、Big Dye V.3.1 Terminator Kit (Applied Biosystems)
を用いて ABI3130DNA シークエンサー(Applied Biosystems)により塩基配列の確認を行
った。 
 
1-2.3 野生型及び各種変異型 TbPex5p-His 及び GST-TbPex14p の精製 
 TbPex5p-His 発現用プラスミド pET24b/TbPEX5 を大腸菌 BL21(DE3)pLysS に導入し、
得られた大腸菌を 50 µg/ml の kanamycin を含む培地にて 37°C で培養した。OD600が 0.7
に達した後、終濃度が 0.5 mM となるように IPTG を加え、37°C で 4 時間 TbPex5p-His
の発現を誘導した。その後、4,000 x g、20 min の遠心操作により回収された菌体を 3.5 
ml の buffer A (50 mM Hepes–NaOH, pH 7.5, 150 mM NaCl, 4 mM β-mercaptoethanol, 1% 
Triton X-100, 5% glycerol and 5 mM imidazole)で懸濁し、Astrason XL-2020 ultrasonic 
processor (Misonix inc., Farmingdale, NY)を用いて氷浴中で超音波破砕 (20 秒 ON, 2 分 40
秒 OFF x 20 サイクル)を行い、菌体を破砕した。菌体破砕液から 20,000 x g、20 min の
遠心操作により得られた上清を TbPex5p の C 末端に導入した His タグに親和性のある
cOmplete His-Tag Purification resin (Roche Diagnostics GmbH, Mannheim, Germany)に apply
した。resin に結合した TbPex5p-His は、buffer A で洗浄後、250 mM の imidazole を含む
buffer A により溶出した。各種変異型 TbPex5p-His についても同様の方法で精製した。 
 GST-TbPex14p 発現用プラスミド pGEX6P-1/TbPEX14 を大腸菌 BL21(DE3)pLysS に導
入し、得られた大腸菌を 100 µg/ml の ampicillin を含む LB 培地にて 37°C で培養した。
OD600が 0.6 に達した後、終濃度が 0.5 mM となるように IPTG を加え、20°C で 10 時間
GST-TbPex14p の発現を誘導した。その後、4,000 x g、20 min の遠心操作により回収され
た菌体を 35 ml の buffer B (50 mM Hepes–NaOH, pH 7.5, 150 mM NaCl, 1 mM EDTA, 1 mM 
DTT, 1% Triton X-100 and 10% glycerol)で懸濁し、氷浴中で超音波破砕を行い、菌体を破
砕した。菌体破砕液から 20,000 x g、20 min の遠心操作により得られた上清を glutathione-
Sepharose 4B column  (GE Helthcare, Little Chalfont, UK) (bed volume 10 ml) に apply した。
カラムに結合した GST-TbPex14p は、buffer B で洗浄後、20 mM の glutathione を含む
buffer B により溶出した。各溶出液は 2 ml ずつのフラクションに回収し、SDS-PAGE 後、
CBB 染色を行い目的タンパク質の量が最も多かったフラクションを GST-TbPex14p 溶
出フラクションとした。 
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1-2.4 His-lipoyl-TbPex5p(a.a.47–60), -TbPex5p(a.a.196–208), -TbPex5p(a.a.310–333), -
TbPex5p(a.a.47–60), -TbPex14p(a.a.23–71)及び TbPex14p(a.a.23–71)の精製 
 発現用プラスミド pOPHLT/TbPEX5(a.a.47–60)大腸菌 C41(DE3)RIPL に導入し、得られ
た大腸菌を 100 µg/ml の ampicillin を含む LB 培地にて 37°C で培養した。OD600が 0.5 に
達した後、終濃度が 0.3 mM となるように IPTG を加え、37°C で 3 時間各リコンビナン
トタンパク質の発現を誘導した。その後、3,765 x g、10 min の遠心操作により回収され
た菌体を 35 ml の buffer C (20 mM Tris–HCl, pH 7.5, 100 mM NaCl and 1 mM dithiothreitol)
で懸濁し、氷浴中で超音波破砕  を行い、菌体を破砕した。菌体破砕液から 100,000 x 
g、20 min の遠心操作により得られた上清を 0.45 µm のフィルターでろ過後、HisTrap 
resin (GE Healthcare) に apply した。カラムに結合したリコンビナントタンパク質は、
buffer C で洗浄後、buffer C に imidazole 濃度 0–500 mM の直線的濃度勾配をかけながら
溶出した。得られたリコンビナントタンパク質は、さらに HiTrap Q HP column (GE 
healthcare)に aplly 後、20 mM Tris–HCl, pH 8.5 の溶液に NaCl 濃度 0–1,000 mM の直線的
濃度勾配をかけながら溶出した。次いで、回収した His-lipoyl-TbPex5p(a.a.47–60)は
Superdex 75 16/60 (GE Healthcare)に aplly 後、10 mM Tris–HCl, pH 7.5, 150 mM NaCl and 3 
mM EDTA の溶液を用いたゲル濾過クロマトグラフィーにより精製した。His-lipoyl-
TbPex5p(a.a.196–208), -TbPex5p(a.a.310–333), -TbPex5p(a.a.47–60),及び -TbPex14p(a.a.23–
71)についても、同様の方法で精製した。得られた精製 His-lipoyl-TbPex14p(a.a.23–71)に
ついてはさらに、His-lipoyl タグの除去を目的とし、TEV プロテアーゼ処理後、上記と
同様の方法でゲル濾過クロマトグラフィーにより TbPex14p(a.a.23–71)を精製した。 
 
1-2.5 TbPex14(a.a.23–71)の結晶化 
 TbPex14p(a.a.23–71)の結晶化はタンパク質濃度 45 mg/ml、20°C でシッティングドロッ
プ方式を用いた蒸気拡散法により行った。リザーバー溶液は 0.1 M Tris, pH4.2, 21% 
PEG3350 and 0.5 M ammonium sulfate を用いた。得られた結晶は 25% グリセロールを添
加し、液体窒素により凍結した。 
 
1-2.6 TbPex14p(a.a.23–71)結晶構造の決定 
 回折データは Spring-8 (Harima, Japan)のビームライン BL41XU 及び BL38B1 で窒素ガ
ス気流中 100K にて Pilatus3 detector (Dectris Ltd., Baden, Switzerland)を用いて採取した。
データ処理は MOSFLM[46]、スケーリングは Scala を用いて行った。結晶構造の位相は
Rattus norvegicus Pex14p の N 末端領域の構造(PBD ID: 3FF5)より Phaser を用いた分子置
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換法により決定した。構造は COOT を用いて手作業で構築し[47]、PHENIX を用いて精
密化した[48]。TbPex14p(a.a.23–71)の最終的なモデルは、アミノ酸残基の 99.2%がラマチ
ャンドランプロットのコアエリアにあり、非許容領域にあるアミノ酸残基はなかった。
最終的な結晶構造の R factor は 0.1971 (Rfree 0.2318)であった。データコレクション及び
精密化データは Table 1-2 に示した。Figure に示す構造は PyMOL (http://www.pymol.org/)
を用いて作製した。構造をまとめたものは Protein Data Bankに投稿した(PDB ID: 5AON)。 
aHighest-resolution shell is shown in parenthesis.   
bRmerge = ∑hkl∑i |Ii(hkl) - <I(hkl)>| / ∑hkl∑i Ii(hkl). 
cRcryst and Rfree = ∑ ||Fobs| - |Fcalc|| / ∑|Fobs|; Rfree = R-factor for a selected subset (5%) of reflections that 
was not included in prior refinement calculations. 
dr.m.s. deviations for bond angles and lengths in regard to Engh and Huber parameters[49]. 
 
1-2.7 GST pull-down assay  
 buffer B で平衡化した glutathione-Sepharose 4B resin (bed volume 20 µl) に精製 GST-
TbPex14p(20 µg)あるいは GST(8 µg)を加え、4°C で 1 時間反応させ、resin に結合させた。
反応後 250 µl の buffer B で 2 回洗浄し、20 µg の TbPex5p-His あるいは各種変異型
TbPex5p-His を加え、4°C で 1 時間反応させた。反応後、resin に結合した GST、GST-
TbPex14p 及びその結合タンパク質を回収し、250 µl の buffer B で 4 回洗浄後、SDS-
sample buffer を 25 μl 加え、室温で 30 分静置し溶出した。溶出したタンパク質は SDS-
PAGE 後、CBB 染色により解析を行った。 
 
TbPex14p TbPex14p
Data collection * Refinement
Space group P6122 Resolution (Å) 27.57 - 1.65
Cell dimensions No. reflections 37018
a, b, c (Å) 53.6, 53.6 342.8 Rwork / Rfree 0.20 /0.23
α, β, γ (°) 90.0, 90.0, 120.0 No. atoms
Protein 1951
Wavelength (Å) 1.000 Ligand (Sulfate) 15
Resolution (Å) 27.57 - 1.65 (1.74 - 1.65) Water 195
Rsym 0.061 (0.478) B-factors
I / σI 24.3 (6.2) Protein 33
Completeness (%) 100.0 (100.0) Ligand (Sulfate) 39
Redundancy 17.4 (18.3) Water 40
R.m.s. deviations
Bond length (Å) 0.006
Bond angles (°) 0.899
Table 1-2. Data collection, structure determination and refinement statistics for TbPex14p.
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1-2.8 表面プラズモン共鳴測定(SPR)  
 精製した His-lipoyl-TbPex14p(a.a.23–71)の His タグの後ろにはビオチン化タグ
(SSGSLHHILDAQKMVWNHRHM)が挿入されている。このビオチン化タグ配列中の Lys
を、ビオチン及び ATP 存在下で、biotin-protein リガーゼ BirA500 によりビオチン化した
[50]。ストレプトアビジンを結合させた CM5 センサーチップにビオチン化 His-lipoyl-
TbPex14p(a.a.23–71)を約 1,000 resonance units (RU)固定化した。非特異的な結合を除外す
る対照群としてビオチン化His-lipoyをフローセルに固定化した。SPRの測定はBIAcoreJ 
instrument (GE Healthcare)を用いて行った。測定は全て 20°C で行い、測定 buffer は 10 
mM Tris–HCl, pH 8.5, 150 mM NaCl, 3 mM EDTA and 0.005% Tween 20 を用いた。各濃度
に調整した His-lipoyl-TbPex5p(a.a.47–60)、His-lipoyl-TbPex5p(a.a. 196–208)あるいは His-
lipoyl-TbPex5p(a.a. 310–333)を 4 分間、流速 15 µl/min でビオチン化 His-lipoyl-
TbPex14p(a.a.23–71)及びビオチン化 His-lipoy を固定化した CM5 センサーチップに添加
した。結合レスポンスは His-lipoyl-TbPex14p(a.a.23–71)を固定化したフローセルの測定
値から His-lipoy を固定化したフローセルの測定値を引くことで算出した。平衡解離定
数(KD)は 1:1 ラングミュア結合モデルで仮定した非線形最少二乗法により求めた。 
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1-3. 結果 
 
1-3.1 TbPex14p N 末端保存領域の立体構造 
 哺乳動物においては、Pex14p の N 末端領域が Pex5p との相互作用に重要であること
が報告されている。そこで T. brucei を含む各生物種における Pex14pN 末端領域を用い
たマルチプルアラインメントを作製した。その結果、Fig 1-1 に示すように、T. brucei に
おける Ala32、Phe35、Phe52、Leu53 及び Lys56 が種を超えて高度に保存されていたた
め、TbPex14p も同様の構造をとり、機能していることが予想された。そこで、この
TbPex14p の N 末端保存領域の結晶を作製し、立体構造の解析を行った。この時、
TbPex14p の N 末端保存領域として、TbPex14p の二次構造予測及びマルチプルアライン
メントの結果をもとに、α-ヘリックスを有するなど HsPex14p と同様にドメインを形成
することが予想された領域、TbPex14p(a.a.23–71)のリコンビナントタンパク質を用いた。
その結果、TbPex14p(a.a.23–71)の立体構造を 1.65 Å 分解能で決定した。TbPex14p は、ヒ
ト及びラット Pex14p と同様、3-ヘリックスバンドルを形成していた[28,44,51](Fig. 1-2A)。
その構造から、Ala32、Phe35、Phe52、Leu53 及び Lys56 が、WXXXF/Y モチーフの結合
部位となり得る二つの疎水性ポケットを形成することが明らかとなった(Fig. 1-2B)。ま
た、Ala32、Leu53 及び Ala66 の側鎖は 3-ヘリックスバンドルの疎水性コアを形成して
いることが明らかとなった(Fig. 1-2A)。TbPex14p における結合に重要なアミノ酸を予測
するために、NMR により既に構造が決定されている HsPex5p(a.a.93–112)と複合体を形
成した HsPex14p(a.a.20–76)の構造と TbPex14p(a.a.23–71)の構造をフィッティングし、そ
の相互作用モデルを作成した[44]。その結果、Fig. 1-2C に示すように、WXXXF/Y モチ
ーフの Trp 及び Phe は TbPex14p の Phe35 及び Phe52 の側鎖と接しており、Fig. 1-2B に
示した二つのポケットにはまり込む形で相互作用することが予想された。また、
TbPex14p の Phe35 と Phe52 に隣接する Lys56 がヒト Pex5p の Glu106 とイオン結合を形
成していることが予想された。以上のことから、T.brucei においても TbPex14p の N 末
端領域が Pex5p と WXXXF/Y モチーフを介した相互作用していることが示唆された。 
 
 
  
.  *  *:    :  :.   :  **  *.:.  ::  *      Accession No.
Tb  HSEREKRVSNAVEFLLDSRVRRTPTSSKVHFLKSKGLSAEEICEAFTKVGQP 73 Q38CL4
Rn  VVPREPLIATAVKFLQNSRVRQSPLATRRAFLKKKGLTDEEIDLAFQQSGTA 73 Q642G4
Hs  VLPREPLIATAVKFLQNSRVRQSPLATRRAFLKKKGLTDEEIDMAFQQSGTA 73 O75381
Dm  QLPRESLITTAVSFLQNTKVRHTTLIQKQQFLRSKGLTAHEIQLACERAGVF 82 Q9VPB8
Ce  SPIRPDMVEAARKFMLTPKVKETPFEEQRQFLLGKGVSEAEILEARASIPPE 58 Q93930
At  EPIREDQIQNAIKFLSHPRVRGSPVIHRRSFLERKGLTKEEIDEAFRRVPDP 102 Q9FXT6
Sc  SKDRKALFDSAVSFLKDESIKDAPLLKKIEFLKSKGLTEKEIEIAMKEPKKD 57 P53112
Nc MAIREDLVASAAQFLQDPSVAASPIEKRIAFLQAKNLTQEEVSAALARAESG 52 Q1K602
Ld ELDADPTVQSAIRFLQDSRVRRSPVESQIRFLKGKGVPDEQIKYALAKVGRA 78 Q8MX25
32 56 6635
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1-3.2 変異型 TbPex5p を用いた TbPex14p 結合部位の同定 
 TbPex14p(a.a.23–71)の結晶構造をもとに相互作用への関与が予想されたモチーフ
WXXXF/Y は Pex5p 内に複数個存在する。しかし、Fig. 1-3A に示すようにその位置や数
は種によって異なっており、ヒトでは 7 つ存在するのに対し、T. brucei では 3 つである
[24,52]。そこで、この 3 か所それぞれのモチーフの相互作用への関与を検証するため、
モチーフ中の Trp 並びに Phe または Tyr を A に置換した変異体を作製した。すなわち、
TbPex5p における WXXXF/Y を 1 か所、2 か所及び 3 か所全てについて AXXXA に置換
した 7 種の変異型 TbPex5p-His を作製し(Fig. 1-3B)、GST-TbPex14p を用いた GST pull-
L53
A32
A66
F35
F52
K56
K56
E106
W103
F107F35
F52
L53
F52F35
K56
A32
90o
(A)
(B) (C)
Fig. 1-2 TbPex14p(a.a.23–71)の結晶構造
(A) TbPex14p(a.a.23–71)のリボンモデル。Phe35、Phe52及びLys56の側鎖をstickで、Ala32、Leu53、
Ala66の側鎖をsphereで表示した。 (B) TbPex14p(a.a.23–71)の表面構造。表面電荷について、正電荷を青
色で、負電荷を赤色で表示した。WXXXF/Yモチーフの結合部位と予想される二つの疎水性ポケット
を破線で示した。 (C) TbPex14p(a.a.23–71)とWXXXF/Yモチーフの結合予測モデル。HsPex14p(a.a.20–
76)–HsPex5p(a.a.93–112)の複合体構造[44]を用いて、TbPex14p(a.a.23–71)の立体構造と重ね合わせた。
TbPex14pは黄色で、HsPex14pとHsPex5pはそれぞれ灰色及び水色で示した。
Fig. 1-1 Pex14pN末端領域の配列比較 (前ページ)
アスタリスク(*) は比較した全生物種で完全に保存されたアミノ酸残基を、コロン(:)は高度に保存され
たアミノ酸残基を、ドット(.)は中程度に保存されたアミノ酸残基をそれぞれ示す。Tb, Trypanosoma
brucei; Rn, Rattus norvegicus; Hs, Homo sapiens; Dm, Drosophila melanogaster; Ce, Caenorhabditis elegans;
At, Arabidopsis thaliana; Sc, Saccharomyces cerevisiae; Nc, Neurospra crassa; Ld, Leishmania donovani
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down assay を行った。その結果、野生型 TbPex5p-His は GST-TbPex14p と共沈したが、
GST とは共沈しなかった(Fig. 1-4; 下段, レーン 1 及び 9)。この条件下で、N 末端から 1
番目、2 番目あるいはその両方の WXXXF/Y を AXXXA に置換した TbPex5p-His は、野
生型とほぼ同量が TbPex14p と結合し共沈した(Fig. 1-4; 下段, レーン 10, 11 及び 13)。
一方で、N 末端から 3 番目のモチーフに変異をもつ TbPex5p-His は TbPex14p とほとん
ど結合しなかった(Fig. 1-4; 下段, レーン 12 及び 14~16)。以上の結果から、TbPex5p で
は N 末端から 3 番目のモチーフ(WAQEY)が TbPex14p との相互作用に重要であること
が明らかとなった。 
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Fig. 1-3 Pex5p中のWXXXF/Yモチーフ
(A) 各生物種におけるPex5pの模式図。Pex14p
との相互作用に重要であるアミノ酸配列
WXXXF/Yの繰り返しモチーフは種を超えて
保存されているが、その数や位置は異なって
いる。WXXXF/Yモチーフは黒色で、PTS1タ
ンパク質の認識に重要であるTPRドメインは
灰色で示した。(B) 作製した7種の変異型
TbPex5pの模式図。白抜きの部分のWXXXF/Y
をAXXXAに置換した。
Fig. 1-4 AXXXA置換型TbPex5pの相互作用解析
野生型あるいはFig. 1-3Bに示したAXXXA置換型
TbPex5pとTbPex14pの相互作用についてGST pull-
down assayにより解析した。glutathione-Sepharose 4B
resinにGSTあるいはGST-TbPex14pを結合させ、野生
型ならびに各種変異型TbPex5p-Hisを反応させた。
resinと共沈したタンパク質はSDS-sample bufferで溶
出し、SDS-PAGE及びCBB染色により解析した。
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1-3.3 各モチーフと TbPex14p(a.a.23–71)の相互作用解析 
 TbPex5p内に存在する各モチーフの TbPex14pとの相互作用を定量的に解析するため、
1 番目、2 番目及び 3 番目のモチーフそれぞれの TbPex14p 対する平衡解離定数(KD)につ
いて SPR を用いて算出した。TbPex5p の二次構造予測の結果から、それぞれ N 末端か
ら 1 番目、2 番目、3 番目のモチーフを含み α-ヘリックスを形成することが予想される
領域、TbPex5p(a.a.47–60) (Motif 1)、TbPex5p(a.a. 196–208) (Motif 2)、TbPex5p(a.a. 310–333) 
(Motif 3)、を N 末端 His タグ lipoyl ドメイン融合タンパク質として大腸菌を用いて発
現・精製し、これをアナライトとした。リガンドとしてビオンチン化した His-lipoyl-
TbPex14p(a.a.23–71)をセンサーチップに固定化後、様々な濃度の Motif 1、Motif 2 あるい
は Motif 3 を添加し測定を行った。測定により得られた値(Resonance Unit; RU)をもとに
結合曲線を作製し、各モチーフにおける KD 値を算出したところ、Motif 3 と
TbPex14p(a.a.23–71)の KD値は 8.5 ± 0.68 µM であった。一方、Motif 1 と TbPex14p(a.a.23–
71)の KD値は> 500 µM と親和性が低かった。さらに、Motif 2 は、Motif 3 に比べ RU 値
が非常に低く、TbPex14p(a.a.23–71)と相互作用しないことが示唆された(Fig. 1-5)。以上
の結果より、TbPex5p 中に存在する 3 つのモチーフのうち N 末端から 3 番目のモチーフ
が TbPex14p と選択的に相互作用することが明らかとなった。 
 
 
1-3.4 モチーフ内のアミノ酸の電荷が相互作用に与える影響 
 Fig. 1-2C に示すように、TbPex14p の Lys56 は WXXXF/Y 内の Phe/Tyr の直前のアミ
ノ酸が Glu など負電荷を有することで、イオン結合を形成し、TbPex5p–TbPex14p 間相
互作用に関与すると予想される。TbPex5p の N 末端から 1 番目と 3 番目のモチーフの配
列を比較すると、この位置のアミノ酸が 1 番目のモチーフ(WAQHF)では His、3 番目の
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Fig. 1-5 各モチーフのTbPex14pに対する相互作用
TbPex14p(a.a.23–71)を固定化したチップに、1.95~1,000 µM (二倍系列希釈)のMotif 1、1~1,000 µM (二倍
系列希釈)のMotif 2、0.2~100 µM (二倍系列希釈)のMotif 3を添加し、得られた結合レスポンスをプロッ
トした。1:1ラングミュア結合モデルで仮定した非線形最少二乗法によりカーブフィッティングを行い、
解離定数を求めた。パネル上部にある( )内にそれぞれのモチーフのアミノ酸配列を示す。
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モチーフ(WAQEY)では Glu となっており、それぞれの電荷が異なっている。これらの
ことから、SPR 解析において、Motif 1 は TbPex14p の Lys56 とイオン結合を形成できな
いことにより、その結合が低下したことが予想された(Fig. 1-5)。そこで、TbPex5p–
TbPex14p 間相互作用におけるこの電荷の影響を解析するために、3 番目のモチーフ内の
Glu を Ala に置換した TbPex5p(E321A)-His、あるいは His に置換した TbPex5p(E321H)-
His を作製し、GST-TbPex14p を用いた GST pull-down assay を行った。Image J software に
より、GST-TbPex14p と共沈した野生型 TbPex5p-His と両変異型 TbPex5p-His それぞれの
バンドを定量比較した結果、Ala 置換型では 60%、His 置換型では 55％まで結合量が低
下していた[53](Fig. 1-6, レーン 6~8)。 
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Fig. 1-6 WXXXF/Yモチーフ中の荷電アミノ酸がTbPex5p–TbPex14p間相互作用に与える影響
野生型あるいはAlaもしくはHis置換型TbPex5pとTbPex14pの相互作用についてGST pull-down assayによ
り解析した。glutathione-Sepharose 4B resinにGSTあるいはGST-TbPex14pを結合させ、野生型ならびに
各種変異型TbPex5p-Hisを反応させた。resinと共沈したタンパク質はSDS-sample bufferで溶出し、SDS-
PAGE及びCBB染色により解析した。得られた解析結果についてImage Jを用いて定量を行い、野生型
TbPex5p-Hisと各種変異型TbPex5p-Hisの共沈量を比較した。
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1-4. 考察 
 
 T. brucei においてグリコソームに局在する解糖系諸酵素のうち、初段 9 酵素はその C
末端に PTS-1 を有しており、解糖系を介した ATP 産生により哺乳動物血中における原
虫の生存及び増殖に重要な役割を担っている[41]。TbPex5p と TbPex14p の相互作用は、
新たに生合成されたこれら PTS-1 タンパク質のグリコソーム内への輸送を行っており、
グリコソームの形成に重要な役割を果たしている。しかし、その相互作用の詳細に関し
ては不明であった。そこで、本研究では TbPex5p–TbPex14p 間相互作用を標的とした新
規トリパノソーマ感染症治療薬開発を目的として、その相互作用分子基盤の解明を試み
た。 
 本研究によりまず TbPex5p 内に含まれる WXXXF/Y モチーフとの相互作用に関与す
る TbPex14p の N 末端領域の立体構造の解析に成功した。その構造は、Phe35 及び Phe52
の側鎖が TbPex14 の表面より突出し、それにより 2 つのポケットが形成されていた。こ
れはヒト Pex14p の構造と類似しており、TbPex5p 中の WXXXF/Y モチーフとの結合に
関与していることが示唆された。そこで、既に明らかとなっている HsPex5p(a.a.93–111)–
HsPex14p(a.a.20–76) の 複 合 体 構 造 を も と に 、 HsPex5p(a.a.93–111) を 用 い た
TbPex14p(a.a.23–71)の複合体形成モデルを作製し、その相互作用様式の解明を試みた
[44]。この複合体モデルより、TbPex14p の Phe35 及び Phe52 が TbPex5p の WXXXF/Y モ
チーフの Trp 及び Phe と相互作用することが予想された。さらに、WXXXF/Y モチーフ
中の Phe/Tyr の直前のアミノ酸が Asp など負電荷を有することで TbPex14p(a.a.23–71)の
Lys56 とイオン結合を形成し結合に関与することが予想された。本研究で明らかとなっ
た TbPex14p(a.a.23–71)の構造は、ラットの Pex14p(a.a.25–70)など、哺乳動物の構造と極
めて類似している[28]。また、TbPex5p–TbPex14p 間相互作用の様式は、NMR により明
らかにされたヒトの Pex5p–Pex14p 間相互作用に類似していた。Pex14p の N 末端領域の
構造は、アミノ酸配列の保存度の高さから予想された通り、ヒトと T. brucei 間で非常に
よく似た構造をしていることが明らかとなった(Fig. 1-1 and 1-2C)。Fig. 1-2 に示すよう
に、T. brucei 同様、他の種においても多くのアミノ酸配列が保存されているため、Pex14p
は Pex5p と同様の結合様式で相互作用している可能性がある。 
一方で、TbPex5p においては、WXXXF/Y モチーフの数が異なることから、ヒトと
T.brucei 間では結合に重要な領域は異なることが予想された。本研究では、TbPex5p に
存在する 3 つの WXXXF/Y モチーフそれぞれの TbPex14p との相互作用への関与につい
て、pull-down assay 及び SPR 解析により明らかにした。pull-down assay の結果、N 末端
から 1 番目及び 2 番目の WXXXF/Y モチーフを AXXXA に置換した TbPex5p は野生型
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とほぼ同様に TbPex14p と結合した。一方で、N 末端から 3 番目の WXXXF/Y に変異を
有する TbPex5p は全て TbPex14p と結合しなかった。また、SPR 解析の結果、TbPex14p
の N 末端領域に対する 3 番目のモチーフの解離定数は 8.5 ± 0.68 µM を示した。この時、
1 番目のモチーフは 3 番目のモチーフに比べ約 50 倍親和性が低く、2 番目のモチーフは
TbPex14p との相互作用に関与しないことが明らかとなった。この結果は pull-down assay
の結果と一致しており、T. brucei においては Pex5p 中の N 末端から 3 番目のモチーフが
相互作用に重要であることが示唆された。以前、Choe 等は TbPex5p の 1 番目のモチー
フも 3 番目のモチーフ同様、TbPex14p に対して 150 nM 程度の解離定数を示し、高い親
和性で結合することを報告している[43]。この時、Choe 等は測定における TbPex5p の各
モチーフとして、1 番目のモチーフについては TbPex5p(a.a.50–62)の 13 アミノ酸のペプ
チドを、3 番目のモチーフについては TbPex5p(a.a.316–328)の 13 アミノ酸のペプチドを
使用しており、本研究において測定に使用したリコンビナントタンパク質とアミノ酸領
域が異なる。さらに、TbPex14p の領域に関しても、Choe 等は N 末端から 128 アミノ酸
における結合を測定しており、本研究で用いた TbPex14p の N 末端領域とは異なってい
る。これら測定に使用したアミノ酸領域の違いにより本研究とは異なる結果となったと
考えられる。 
 本研究では、TbPex5p の 1 番目と 2 番目のモチーフが TbPex14p と結合しないことを
pull down assay 及び SPR 解析の二つの異なる手法で明らかにしたが、その要因として、
以下のことが推察される。まず、2 番目のモチーフはその配列中に Glyを有するために、
TbPex14p と結合できないと考えられる[39]。Gly は α-炭素の回転の自由度が高く、へリ
ックスを不安定化することが知られている[54]。従って、モチーフ配列中に Gly を有す
る TbPex5p の 2 番目のモチーフはヘリックスを形成できないために、TbPex14p の Phe35
及び Phe52 との相互作用に重要な Trp 及び Tyr の側鎖の芳香環が同一面に向くことが出
来ず、TbPex14p と結合できないと考えられる。一方で、1 番目のモチーフはヘリックス
を形成していると予想されるにも関わらず、その TbPex14p の N 末端領域に対する親和
性は低かった(Fig. 1-5)。1 番目のモチーフの配列(WAQHF)と 3 番目のモチーフの配列
(WAQEY)を比較すると、それぞれ Phe/Tyr の直前のアミノ酸の電荷が異なっている。
TbPex14p の結晶構造より、Phe35 及び Phe52 に隣接する Lys56 はイオン結合を介して
WXXXF/Y モチーフの 4 番目のアミノ酸と結合していることが予想されていた(Fig. 1-
2C)。そこで、この Glu を Ala または His に変異させた TbPex5p-His を作製し、それらの
結合能に関して pull down assay により検証した結果、確かに Ala あるいは His 置換型
TbPex5p-His の TbPex14p に対する結合能は低下していた。したがって、2 番目の
WXXXF/Y モチーフではモチーフ周辺あるいはその内部のアミノ酸の相違で二次構造
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が異なることで相互作用に影響を与えている一方で、モチーフ内の N 末端から 4 番目
のアミノ酸の電荷が異なることで、1 番目と 3 番目のモチーフの TbPex14p に対する親
和性が異なったと考えられる。このような、負電荷を有するアミノ酸は、ヒトを含む哺
乳類や酵母においても Pex5p の相互作用に関与する WXXXF/Y モチーフ中で保存され
ている[25,55]。 
ヒトを含む哺乳動物の Pex5p では WXXXF/Y モチーフが 7 か所存在する。そして、
マウスにおいてはそれら 7 か所のうち 1 番目、3 番目及び 5 番目の WXXXF/Y モチーフ
が Pex14p との相互作用に重要であることが報告されている[26]。さらに、1 番目のみや
3 番目のみの変異といった、3 つのモチーフの一つを変異させても Pex14p との相互作用
や PTS-1 タンパクのようなペルオキシソームマトリックスタンパク質の局在に影響し
ない。T. brucei と同じく原虫の一つである L. donovani に関しては、Jardim 等により積極
的に研究がなされてきた[42,45]。LdPex5p の 3 番目の WXXXF/Y モチーフを欠失させる
と LdPex14p との結合能を失うことが最近報告された[56]。これは今回得られた T. brucei
における結果とも矛盾しておらず、T. brucei のみならず、モチーフを 3 つ有することが
知られている原虫においては N 末端から 3 番目のモチーフが相互作用に重要であると
考えられる[43]。また最近では、HsPex5p の N 末端に位置する”LVXEF”の新規配列が
HsPex14p との相互作用の開始点で重要な働きをすることが報告されている[51]。しかし
ながら、TbPex5p に関してはこの配列を持っていない。 
Pex14 の結晶構造から、Pex5p と Pex14p の結合様式はヒトとトリパノソーマで類似し
ていることが明らかとなった。しかしながら、その全長配列の相同性はヒトとトリパノ
ソーマで 26.5%しかなく、また、Pex5p 結合サイト周辺のアミノ酸配列も異なっている。
さらには、哺乳動物においては相互作用に重要である WXXXF/Y モチーフが 3 か所存
在し、さらにそのうちの複数個所に変異を導入しなければ Pex14p との相互作用に影響
が出ないのに対し、トリパノソーマにおいては N 末端から 3 番目のモチーフのみが相
互作用に重要であった。これらの相違点を考慮するとトリパノソーマ選択的に Pex5p–
Pex14p 間相互作用を阻害することが可能であり、Pex5p あるいは Pex14p は新規トリパ
ノソーマ感染症治療薬開発の重要なターゲットになり得ると考えられる。 
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第 2 章 TbPex5p–TbPex14p 間相互作用を選択的に阻害する 
化合物の探索 
 
要旨 
 
 グリコソームマトリックスタンパク質、特に解糖系諸酵素の局在化に重要である
TbPex5p 及び TbPex14p はグリコソームの形成に必須である。そのため、これらの機能
欠損はグリコソームの形成不全や機能不全を引き起こし T. brucei にとって致命的であ
り、新規治療薬のターゲットになると考えられる。事実、RNAi を用いた PEX5 あるい
は PEX14 のノックダウンにより T. brucei の増殖は抑制される。そのため、TbPex5p–
TbPex14p 間相互作用を阻害する化合物はトリパノソーマ感染症治療薬開発におけるリ
ード化合物になると考えられる。そこで本章では、TbPex5p–TbPex14p 間相互作用を評
価する High-throughput sreening (HTS)系を構築し、阻害化合物の探索を試みた。その結
果、384-well plate を使用した大量のスクリーニングに対応できる HTS 系を構築し、そ
の S/B 比は約 10、Z’-factor は 0.85–0.91 と精度の高いものであることを確認した。構築
した HTS 系を用いて 20,800 化合物のスクリーニングを行い、TbPex5p–TbPex14p 間相互
作用を評価する化合物を 11 種類特定した。さらに、pull down 法による 2 次スクリーニ
ングを行い、その中から HsPex5p–HsPex14p 間相互作用は阻害せず、TbPex5p–TbPex14p
間相互作用を選択的に阻害する化合物を 1 種類見出した。 
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2-1. 序論 
 
 トリパノソーマ感染症は熱帯及び亜熱帯地域において流行する睡眠病で、感染性の原
虫である T. brucei によって引き起こされる。主な治療法は化学療法であるが、実際に治
療効果を示すものは少ない。また、それら実際に使用されている治療薬においても耐性
原虫の出現によりその治療効果が低くなってきている[3]。また、治療薬による副作用も
認められており、副作用の強いものでは脳症を引き起こすものもある[2]。このように現
段階では有効かつ安全な治療薬がなく、新規治療薬の開発が強く望まれている。 
T. bruceiは解糖系諸酵素を原虫特有のオルガネラであるグリコソームに局在させるこ
とで、効率よく ATP の産生を行い嫌気性条件下の哺乳動物血中で生息している[34,57]。
さらに、血流型トリパノソーマにおいては PEX14 のノックダウンにより解糖系酵素の
グリコソーム局在化が阻害されると、グルコース存在下で死に至る[35]。さらには、T. 
brucei において PEX5 のノックダウンにより、PTS-1 を有するグリコソームマトリック
スタンパク質の輸送が阻害され、T. brucei の増殖が抑制されることが報告されている
[33]。このように、T. brucei において解糖系諸酵素のグリコソーム局在化は原虫の生存
及び増殖に必須であり、その輸送を担う Pex5p 及び Pex14p は原虫の生存・増殖に重要
な因子であるといえる。したがって、Pex5p–Pex14p 間相互作用を標的とした化合物は有
効な新規トリパノソーマ感染症治療薬になる。第 1 章より、ヒト及び T. brucei 両者にお
いて Pex5p–Pex14p 間相互作用は Pex5p の N 末端の WXXXF/Y モチーフと Pex14p の N
末端領域を介して行われているが、結合に関与する WXXXF/Y モチーフはヒトでは複
数個存在するのに対し、T. brucei では N 末端から 3 番目のモチーフのみが相互作用に重
要であり、ヒトと T. brucei 間でその結合に多様性があることが示唆された。さらには、
ヒトと T. brucei 間での全長のアミノ酸配列の相同性が、Pex5p では約 20%、Pex14p では
約 27%である。このようにヒトと T. brucei 間で相違点があることから、Pex5p–Pex14p
間相互作用を標的とすることで T. brucei 選択的な有効な新規治療薬の開発が可能であ
ると考えられる。 
Pex5p–Pex14p 間相互作用に関してはこれまで、第 1 章で行ったような pull-down assay
やゲル濾過法、酵母や哺乳動物細胞を用いた two-hybrid assay により解析が行われてき
た[51,58-60]。しかしながら、これらの系は同時に複数条件での相互作用の評価を行うの
は困難であり、多種類の化合物の影響を迅速に評価するスクリーニング系には適さない。
したがって、TbPe5p–TbPex14p 間相互作用を阻害する化合物の探索を行うためには、異
なった相互作用評価系の構築が必要である。そこで、本研究では新規治療薬の開発を目
的として、共鳴蛍光エネルギー転移 (FRET)を応用した Homogenous Time-Resolved 
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Fluorescence (HTRF)法を基盤とした TbPex5p–TbPex14p 間相互作用を評価する High-
throughput screening (HTS)系の構築を行った[61]。さらに、構築した HTS 系を用いて
TbPex5p–TbPex14p 間相互作用を選択的に阻害する化合物の探索を行った。 
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2-1. 実験材料及び実験方法 
 
2-1.1 抗体及び試薬 
 QuickChange II site-directed mutagenesis kit は Stratagene (La Jolla, CA)より購入した。
pET-16b は Novagen (Darmstadt, Germany)より購入した。NdeI、BamHI 及び NotI は New 
England Biolabs (Beverly, MA)より購入した。pGEX6P-1は GE Healthcare (Little Chalfont, 
UK)より購入した。Anti HsPex5p antibodyは岐阜大学生命科学総合研究センター 下澤伸
行教授より供与していただいた。抗 His 抗体は Medical and Biological Laboratries (Nagoya, 
Japan)より購入した。抗 GST 抗体は精製 GST をウサギに免疫し作製した。Lumi4®-Tb 
cryptate conjugated Glutathione S-transferase (terbium-anti GST)抗体は Cisbio Bioassay 
(Codolet, France)より、FITC conjugated anti His (FITC-anti His)抗体は Abcam (Cambridge, 
MA)より購入した。 
その他の試薬は特級もしくは生化学用を用いた。 
 
2-1.2 発現ベクターの構築 
 HsPEX14 cDNA を含むプラスミド pUcD2/HsPEX14(岐阜大学 生命科学総合研究セン
ター 下澤伸行教授供与)について Table 2-1 に示すプライマー、HsPEX14-Bam-mut-
Fw/HsPEX14-Bam-mut-Rv を用い、QuickChange II site-directed mutagenesis kit により、
HsPex14 内在性の BamHI site をアミノ酸の変異がないように変異させたプラスミド
pUcD2/HsPEX14 BamHI mut を作製した。得られた pUcD2/HsPEX14 BamHI mut より Table 
2-1 に示すプライマーHsPEX14-Bam-Fw/ HsPEX14-Not-Rv を用いて PCR を行い、
HsPEX14 cDNA 断片を得た。得られた cDNA 断片を BamHI/NotI 処理を行い、大腸菌 N
末端 GST 融合タンパク質発現用ベクターpGEX-6P-1 に導入し、大腸菌 GST-HsPex14p 発
現用ベクターpGEX-6P-1/HsPEX14 を作製した。 
 HsPEX5 cDNAを含むプラスミド pUcD2/PXR1(同 下澤伸行教授供与)について Table 2-
1 に示すプライマー、HsPEX5-Bam-mut-Fw/HsPEX5-Bam-mut-Rv を用い、QuickChange II 
site-directed mutagenesis kit により、HsPex5 内在性の BamHI site をアミノ酸の変異がな
いように変異させたプラスミド pUcD2/PXR1 BamHI mut を作製した。得られた
pUcD2/PXR1 BamHI mut より Table 2-1 に示すプライマーHsPEX5-Nde-Fw/ HsPEX5-Bam-
Rv を用いて PCR を行い、HsPEX5 cDNA 断片を得た。得られた cDNA 断片を NdeI/BamHI
処理を行い、大腸菌 N 末端 His タグ融合タンパク質発現用ベクターpET16b に導入し、
大腸菌 His-HsPex5p 発現用ベクターpET16b/HsPEX5 を作製した。 
 TbPex14p 結合能を欠損した TbPex5p(Δ1,3)-His については、pET24b/TbPEX5 を鋳型と
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して Table 2-1 に示すプライマー、TbPEX5-motif1del-Fw/TbPEX5-motif1del-Rv 及び
TbPEX5-motif3del-Fw/ TbPEX5-motif3del-Rv を用いて KOD –Plus- Mutagenesis kit により
作製した。 
 各種コンストラクションについては、Big Dye V.3.1 Terminator Kit (Applied Biosystems)
を用いて ABI3130DNA シークエンサー(Applied Biosystems)により塩基配列の確認を行
った。 
 
Table 2-1. List of oligonucleotide primer sequences 
HsPEX14-Bam-mut-Fw 5’-CCACATCCACCAACTGGATTTTGGAGTCCCAGAATATC-3’ 
HsPEX14-Bam-mut-Rv 5’-GATATTCTGGGACTCCAAAATCCAGTTGGTGGATGTGG-3’ 
HsPEX14-Bam-Fw 5’-AAATTTATAGGATCCATGGCGTCCTCGGAGCAG -3’ 
HsPEX14-Not-Rv 5’-AAATTTATAGCGGCCGCTCAGGGCTGGAGGCAGCA-3’ 
 underbar shows BamHI and NotI site, respectively 
HsPEX5-Bam-mut-Fw 5’-GCTGTGCAGCAGGACCCTAAGCACATGG-3’ 
HsPEX5-Bam-mut-Rv 5’-CCATGTGCTTAGGGTCCTGCTGCACAGC-3’ 
HsPEX5-Nde-Fw 5’-AAATTTATACATATGGCAATGCGGGAGCTG-3’ 
HsPEX5-Bam-Rv 5’-AAATTTATAGGATCCTCACTGGGGCAGGCCAAA-3’ 
 underline shows the NdeI and BamHI sites, respectively 
TbPEX5-motif1del-Fw 5’-GCTGCCCATCAACATCACCACCAGCA-3’ 
TbPEX5-motif1del-Rv 5’-GTCTTCCATGGGCCCGGTGGGTG-3’ 
TbPEX5-motif3del-Fw 5’-GCACAAATGCAGGCCATGCAGGAGCG-3’ 
TbPEX5-motif3del-Rv 5’-CTGCTCAACGTCGGCGCTGGGGTC-3’ 
 
 
2-1.3 リコンビナントタンパク質の精製 
 TbPex5p-His 発現用プラスミド pET24b/TbPEX5 を大腸菌 BL21(DE3)pLysS に導入し、
得られた大腸菌を 50 µg/ml の kanamycin を含む培地にて 37°C で培養した。OD600が 0.7
に達した後、終濃度が 0.5 mM となるように IPTG を加え、37°C で 4 時間 TbPex5p-His
の発現を誘導した。その後、4,000 x g、20 min の遠心操作により回収された菌体を 3.5 
ml の buffer D (50 mM Hepes–NaOH, pH 7.5, 150 mM NaCl, 4 mM β-mercaptoethanol, 0.02% 
Triton X-100, 5% glycerol and 5 mM imidazole)で懸濁し、Astrason XL-2020 ultrasonic 
processor (Misonix inc., Farmingdale, NY)を用いて氷浴中で超音波破砕 (20 秒 ON, 2 分 40
秒 OFF x 20 サイクル)を行い、菌体を破砕した。菌体破砕液から 20,000 x g、20 min の
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遠心操作により得られた上清を TbPex5p の C 末端に導入した His タグに親和性のある
cOmplete His-Tag Purification resin (Roche Diagnostics GmbH, Mannheim, Germany)に apply
した。resin に結合した TbPex5p-His は、buffer D で洗浄後、250 mM の imidazole を含む
buffer D により溶出した。TbPex5p(Δ1,3)-His についても同様の方法で精製した。 
 GST-TbPex14p 発現用プラスミド pGEX6P-1/TbPEX14 を大腸菌 BL21(DE3)pLysS に導
入し、得られた大腸菌を 100 µg/ml の ampicillin を含む LB 培地にて 37°C で培養した。
OD600が 0.6 に達した後、終濃度が 0.5 mM となるように IPTG を加え、20°C で 10 時間
GST-TbPex14p の発現を誘導した。その後、4,000 x g、20 min の遠心操作により回収され
た菌体を 35 ml の buffer E (50 mM Hepes–NaOH, pH 7.5, 150 mM NaCl, 1 mM EDTA, 1 mM 
DTT, 0.02% Triton X-100 and 10% glycerol)で懸濁し、氷浴中で超音波破砕を行い、菌体を
破砕した。菌体破砕液から 20,000 x g、20 min の遠心操作により得られた上清を 10 ml
の glutathione-Sepharose 4B column  (GE Helthcare, Little Chalfont, UK) に apply した。カ
ラムに結合した GST-TbPex14p は、buffer B で洗浄後、20 mM の glutathione を含む buffer 
E により溶出した。各溶出液は 2 ml ずつのフラクションに回収し、SDS-PAGE 後、CBB
染色を行い目的タンパク質の量が最も多かったフラクションを GST-TbPex14p 溶出フラ
クションとした。 
 His-HsPex5p 発現用プラスミド pET16b/HsPEX5 あるいは GST-HsPex14p 発現用プラス
ミド pGEX-6P-1/HsPEX14 を大腸菌 BL21(DE3)pLysS に導入し、得られた大腸菌を 100 
µg/ml の ampicillin を含む LB 培地にて 37°C で培養した。OD600が 0.6 に達した後、終濃
度が 1 mM となるように IPTG を加え、37°C で 4 時間各リコンビナントタンパク質の発
現を誘導した。His-HsPex5p は TbPex5p-His と同様の方法で精製を行った。GST-HsPex14p
は buffer E に代わり buffer F(50 mM Tris-HCl, pH7.5, 150 mM NaCl, 1mM EDTA, and 1 mM 
DTT)を用いて、GST-TbPex14p と同様の方法で精製した。 
 
2-1.4 TbPex5p–TbPex14p 間相互作用を評価する HTS 系 
384-well plate(Greiner-Bio-One, Austria)に各濃度に調整した TbPex5p-His もしくは
TbPex5p(Δ1,3)-His を含む HTS buffer (50 mM HEPES, pH 7.5, 150 mM NaCl, 1 mM DTT, 
0.02 % Triton X-100, 10 % glycerol, 0.1 % BSA)を 5 µl、各濃度に調整した GST-TbPex14p
を含むHTS bufferを5 µl添加し、室温で1時間反応させた。反応後、terbium-anti GST/FITC-
anti His 抗体混合液 10 µl を添加し室温で 2 時間反応させた。その後、PHERAstar Plus 
(BMG LABTECH, Offenburg, Germany)を用いて、337 nm の励起波長の照射により発せら
れた 520 nm 及び 490 nm の蛍光強度を測定し HTRF 比(520 nm の蛍光強度/490 nm の蛍
光強度 × 100)を求めた。各蛍光強度は、337 nm の励起波長の照射後 100 µs から 300 µs
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までの合計 200 µs の積算値を示す。 
 系の精度を表す指標となる Z’-factor は下記の式より求めた。 
 
Z’-factor = 1‒3 × (SDmax + SDmin)/(Avmax – Avmin) 
SDmax = Positive control の HTRF 比の標準偏差 
SDmin = Negative control の HTRF 比の標準偏差 
Avmax = Positive control の HTRF 比の平均値 
Avmin = Negative control の HTRF 比の平均値 
 
 Z’-factor の値が高いほどアッセイ精度のが高い事を示しており、次の化合物スクリー
ニングにおいては 0.5 を基準値とした。 
 
2-1.5 化合物スクリーニング 
 東京大学創薬機構の Protein-Protein Inhibition (PPI) library 11,200 種類及び Core library 
9,600 種類の計 20,800 種類の化合物についてスクリーニングを行った。 
 2 mM の濃度で DMSO に溶解した各化
合物 200 nl を PODTM Automation を用いて
384-well plate の 3–22 レーンの各ウェルに
200 nl ず つ 分 注 し た (Fig. 2-1; 
“Compound”)。また、2 レーン及び 23 レー
ンの各ウェルに、Negative control あるいは
Positive control として同量の DMSO を分
注 し た (Fig. 2-1; “Negative-control” 及
び”Control”)。その後、3–23 レーンの全ウ
ェルに TbPex5p-His (32 nM)を含む HTS 
buffer を 5 µl 及び GST-TbPex14p (32 nM)を
含む HTS buffer を 5 µl ずつ、2 レーンの全ウェルに HTS buffer を 10 µl、Multidrop Combi 
reagent dispenser を用いて分注し、384-well plate を 1,000 rpm で 1 分間遠心した後、室温
で 1 時間反応させた。反応後、2–23 の全ウェルに Multidrop Combi reagent dispenser を用
いて、HTS buffer で 500 倍希釈した terbium-anti GST/FITC-anti His 抗体混合液 10 µl を添
加し、384-well plate を 1,000 rpm で 1 分間遠心した後、室温で 2 時間反応させた。その
後、上記と同様の方法で HTRF 比を求めた。各 plate に関して Z’-factor を求め、その値
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24
A ○ ● ⊛ ⊛ ⊛ ⊛ ⊛ ⊛ ⊛ ⊛ ⊛ ⊛ ⊛ ⊛ ⊛ ⊛ ⊛ ⊛ ⊛ ⊛ ⊛ ⊛ ● ○
B ○ ● ⊛ ⊛ ⊛ ⊛ ⊛ ⊛ ⊛ ⊛ ⊛ ⊛ ⊛ ⊛ ⊛ ⊛ ⊛ ⊛ ⊛ ⊛ ⊛ ⊛ ● ○
C ○ ● ⊛ ⊛ ⊛ ⊛ ⊛ ⊛ ⊛ ⊛ ⊛ ⊛ ⊛ ⊛ ⊛ ⊛ ⊛ ⊛ ⊛ ⊛ ⊛ ⊛ ● ○
D ○ ● ⊛ ⊛ ⊛ ⊛ ⊛ ⊛ ⊛ ⊛ ⊛ ⊛ ⊛ ⊛ ⊛ ⊛ ⊛ ⊛ ⊛ ⊛ ⊛ ⊛ ● ○
E ○ ● ⊛ ⊛ ⊛ ⊛ ⊛ ⊛ ⊛ ⊛ ⊛ ⊛ ⊛ ⊛ ⊛ ⊛ ⊛ ⊛ ⊛ ⊛ ⊛ ⊛ ● ○
F ○ ● ⊛ ⊛ ⊛ ⊛ ⊛ ⊛ ⊛ ⊛ ⊛ ⊛ ⊛ ⊛ ⊛ ⊛ ⊛ ⊛ ⊛ ⊛ ⊛ ⊛ ● ○
G ○ ● ⊛ ⊛ ⊛ ⊛ ⊛ ⊛ ⊛ ⊛ ⊛ ⊛ ⊛ ⊛ ⊛ ⊛ ⊛ ⊛ ⊛ ⊛ ⊛ ⊛ ● ○
H ○ ● ⊛ ⊛ ⊛ ⊛ ⊛ ⊛ ⊛ ⊛ ⊛ ⊛ ⊛ ⊛ ⊛ ⊛ ⊛ ⊛ ⊛ ⊛ ⊛ ⊛ ● ○
I ○ ● ⊛ ⊛ ⊛ ⊛ ⊛ ⊛ ⊛ ⊛ ⊛ ⊛ ⊛ ⊛ ⊛ ⊛ ⊛ ⊛ ⊛ ⊛ ⊛ ⊛ ● ○
J ○ ● ⊛ ⊛ ⊛ ⊛ ⊛ ⊛ ⊛ ⊛ ⊛ ⊛ ⊛ ⊛ ⊛ ⊛ ⊛ ⊛ ⊛ ⊛ ⊛ ⊛ ● ○
K ○ ● ⊛ ⊛ ⊛ ⊛ ⊛ ⊛ ⊛ ⊛ ⊛ ⊛ ⊛ ⊛ ⊛ ⊛ ⊛ ⊛ ⊛ ⊛ ⊛ ⊛ ● ○
L ○ ● ⊛ ⊛ ⊛ ⊛ ⊛ ⊛ ⊛ ⊛ ⊛ ⊛ ⊛ ⊛ ⊛ ⊛ ⊛ ⊛ ⊛ ⊛ ⊛ ⊛ ● ○
M ○ ● ⊛ ⊛ ⊛ ⊛ ⊛ ⊛ ⊛ ⊛ ⊛ ⊛ ⊛ ⊛ ⊛ ⊛ ⊛ ⊛ ⊛ ⊛ ⊛ ⊛ ● ○
N ○ ● ⊛ ⊛ ⊛ ⊛ ⊛ ⊛ ⊛ ⊛ ⊛ ⊛ ⊛ ⊛ ⊛ ⊛ ⊛ ⊛ ⊛ ⊛ ⊛ ⊛ ● ○
O ○ ● ⊛ ⊛ ⊛ ⊛ ⊛ ⊛ ⊛ ⊛ ⊛ ⊛ ⊛ ⊛ ⊛ ⊛ ⊛ ⊛ ⊛ ⊛ ⊛ ⊛ ● ○
P ○ ● ⊛ ⊛ ⊛ ⊛ ⊛ ⊛ ⊛ ⊛ ⊛ ⊛ ⊛ ⊛ ⊛ ⊛ ⊛ ⊛ ⊛ ⊛ ⊛ ⊛ ● ○
↑ ↑
Negative-control Control
Sample (320 compounds)
Fig. 2-1 HTS系におけるプレートフォーマット
化合物及びDMSOの分注はPODTM Automationを用いて
行った。タンパク溶液並びに抗体混合液の分注は
Multidrop Combi reagent dispenserを用いて行った。○,
void; ●, Negative-controlウェル; ⊛, Compoundウェル; ●,
Controlウェル
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が 0.5 以上であることを確認した。求めた HTRF 比を用いて下記の式より阻害率
(Inhibition ratio(%))を求めた。 
 
Inhibition ratio (%) = 100 × {1 – (Rcompound – Avmin)/(Avmax – Avmin)} 
Rcompound = 各化合物添加ウェルの HTRF 比 
 
2-1.6 pull-down assay による 2 次スクリーニング 
 1.5 ml チューブに TbPex5p-His (128 nM)を含む pull down buffer と GST-TbPex14p (128 
nM)を含む pull down buffer をそれぞれ 100 μl ずつ加え、さらに 10 mM あるいは 2 mM
濃度で DMSO に溶解した各化合物をそれぞれ 3.2 あるいは 16 μl 加え室温で 2 時間転
倒混和し反応させた。また、コントロールとして、1.5 ml チューブに TbPex5p-His (128 
nM)を含む pull down buffer と GST-TbPex14p (128 nM)を含む pull down buffer をそれぞれ
100 μl ずつ加え、さらに DMSO を 3.2 あるいは 16 μl 加え室温で 2 時間転倒混和し反応
させた。その後、pull down buffer で 1 時間の転倒混和により平衡化した glutathione-
Sepharose 4B resin (bed volume 20 μl)を加え更に室温で 1 時間転倒混和し反応させた。反
応後、resin に結合した GST-TbPex14p、GST 及びその結合タンパク質を回収し、250 μl
の pull down buffer で 4 回洗浄後、SDS-sample buffer を 50 μl 加え、室温で 30 分静置し
溶出した。溶出したタンパク質を SDS-PAGE 後、抗 His 抗体および抗 GST 抗体を用い
た immunoblotting により検出した。 
 His-HsPex5p と GST-HsPex14p の相互作用に関しては、glutathione-Sepharose 4B resin に
代わり cOmplete His-tag purification resin を用いて上記と同様の方法で行った。溶出した
タンパク質は SDS-PAGE 後、抗 HsPex5p 抗体および抗 GST 抗体を用いた immunoblotting
により検出した。 
 得られた immunoblotting の結果について、Image J を用いて各タンパク質のバンド強
度を定量した。Image J により得られた値をもとに下記の式より阻害率 (Inhibition 
ratio(%))を求めた。 
  
Inhibition ratio (%) = 100 × {1 – (Compoundprey/Compoundbait)/(Controlprey/Controlbait)} 
Compoundprey = 各化合物添加系における prey タンパク質のバンド強
度(TbPex5p-His or GST-HsPex14p) 
Compoundbait = 各化合物添加系における bait タンパク質のバンド強度
(GST-TbPex14p or His-HsPex5p) 
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Controlprey = コントロール系における prey タンパク質のバンド強度
(DMSO16 µl 添加系) 
Controlbait = コントロール系における bait タンパク質のバンド強度
(DMSO16 µl 添加系) 
 
 また、化合物の IC50を求めるために、終濃度 0.1、0.3、1、3、10、30、100、300 及び
500 µM の化合物を TbPex5p 及び TbPex14p と反応させ、上記と同様の方法で GST pull-
down assay を行った。終濃度 500 µM を 100%阻害、化合物を加えていないコントロールを
0%阻害とし、各濃度における阻害率を算出した。得られた阻害率をもとに 4 係数ロジス
ティック曲線により、化合物の IC50を求めた。 
 
 
2-1.7 化合物が GST に与える影響 
 1.5 ml チューブに GST (64 nM)を含む pull down buffer を 200 μl 加え、さらに 10 mM あ
るいは 2 mM 濃度で DMSO に溶解した各化合物をそれぞれ 3.2 あるいは 16 μl 加え室温
で 2 時間転倒混和し反応させた。また、コントロールとして、1.5 ml チューブに GST 
(64 nM)を含む pull down buffer を 200 μl 加え、さらに DMSO を 3.2μl (終濃度 1.6% DMSO)
あるいは 16 μl (終濃度 8% DMSO)加え室温で 2 時間転倒混和し反応させた。その後、
pull down buffer で 1 時間の転倒混和により平衡化した glutathione-Sepharose 4B resin (bed 
volume 20 μl)を加え更に室温で 1 時間転倒混和し反応させた。反応後、resin に結合した
GST を回収し、250 μl の pull down buffer で 4 回洗浄後、SDS-sample buffer を 50 μl 加
え、室温で 30 分静置し溶出した。溶出したタンパク質を SDS-PAGE 後、抗 GST 抗体
を用いた immunoblotting により検出した。 
 得られた immunoblotting の結果について、Image J による定量を行った[53]。8% DMSO
存在下での GST 共沈量に対する各系の GST 共沈量の割合を”結合率(Interaction ratio)”と
して算出した。 
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2-2. 結果 
 
2-2.1 TbPex5p–TbPex14p 間相互作用を評価する HTS 系の構築 
 TbPex5p–TbPex14p 間相互作用を簡便にかつ迅速に評価するために、HTRF 抗体であ
る terbium-anti GST 抗体及び FITC-anti His 抗体を用いた HTS 系の構築を行った。GST-
TbPex14p と TbPex5p-His が相互作用していた場合、337 nm の励起波長により励起され
た terbium のエネルギーが FITC に転移されて、FITC から 520 nm の蛍光が発せられる。
しかし、GST-TbPex14p と TbPex5p-His が相互作用していない場合、337 nm の励起波長
により励起された terbium のエネルギーは FITC に転移されず、FITC からの蛍光は生じ
ない(Fig. 2-2A)。TbPex5p–TbPex14p 間相互作用を評価する HTS 系の構築にあたり、ま
ず、terbium-anti GST 抗体及び FITC-anti His 抗体により TbPex5p–TbPex14p 間相互作用
の評価が可能であるかの検証及び使用する抗体濃度の検討を行った。終濃度が 25 nM と
なるよう 100 nMに調整したTbPex5p-HisあるいはTbPex5p(Δ1,3)-His及びGST-TbPex14p
を 5 µl ずつもしくは HTS buffer を 10µl 添加し反応後、250 倍もしくは 500 倍希釈した
各抗体で標識後測定を行い、HTRF 比を算出した。その結果、Fig. 2-2B に示すように、
HTS buffer のみを加えたウェルに比べ、TbPex5p-His 及び GST-TbPex14p(それぞれ終濃
度 25 nM)を加えたウェルにおいて HTRF 比の上昇が確認された。さらに、GST-TbPex14p
及び TbPex14p との結合能を欠損した TbPex5p(Δ1,3)-His を終濃度 25 nM で加えたウェ
ルにおいては、HTS buffer のみを加えたウェル同様、HTRF 比の上昇は確認されなかっ
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Fig. 2-2 HTRF抗体を用いたTbPex5p–TbPex14p間相互作用評価系
(A) 各抗体により標識されたGST-TbPex14pとTbPex5p-Hisが相互作用していた場合、337 nmの励起光の
照射により抗GST抗体に結合したterubium (Tb)は490 nmの蛍光を発する。この時、同時にTbより発せ
られたエネルギーが抗His抗体に結合したFITCに転移し (FRET)、励起されたFITCより520 nmの蛍光が
発せられる。一方、 GST-TbPex14pとTbPex5p-Hisが相互作用していない場合、FRETは起こらず、520
nmの蛍光は生じない。(B) 384 well-plate上に10 µlのHTS buffer (No protein)、TbPex5p-His/GST-TbPex14p
(25 nM)混液、TbPex5p(∆1,3)-His/GST-TbPex14p (25 nM)混液を調製後、250倍あるいは500倍希釈した
terbium-anti GST抗体/FITC-anti His抗体混液を添加し、蛍光強度を測定した (■, 250倍希釈; □, 500倍希
釈) 。
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た。これらの結果より、HTRF 比は TbPex5p–TbPex14p 間相互作用に伴い上昇しており、相
互作用の効率を評価していることが示唆された。さらに、500 倍希釈の抗体を用いても、
TbPex5p-His と GST-TbPex14p を加えたウェルは、HTS buffer のみを加えたウェル及び
GST-TbPex14p 及び TbPex14p と TbPex5p(Δ1,3)-His を加えたウェルに比べ、それぞれ 7.8
倍及び 6.9 倍の HTRF 比を示しており、十分に評価できることが確認された。 
 そこで次に TbPex5p-His 及び GST-TbPex14p の最適濃度の検討を行った。384-well plate
に TbPex5p-His (0–1,000 nM; 3 倍系列希釈)を含む HTS buffer を 5 µl、GST-TbPex14p (25 
nM)を含む HTS buffer を 5 µl ずつ添加し、室温で 1 時間反応させた。また、TbPex5p-His 
(25 nM)を含む HTS buffer を 5 µl、GST-
TbPex14p (0–1,000 nM; 3 倍系列希釈)を含
む HTS buffer を 5 µl ずつ添加し反応させ
た。さらに、TbPex5p-His (0–1,000 nM; 3 倍
系列希釈)を含む HTS buffer を 5 µl、GST-
TbPex14p (0–1,000 nM; 3 倍系列希釈)を含
む HTS buffer を 5 µl ずつ添加し反応させ
た。反応後、HTS buffer で 500 倍希釈した
terbium-anti GST/FITC-anti His 抗体混合液
10 µl を添加し各タンパク質を標識後、測
定を行い、HTRF 比を算出した。その結果、
GST-TbPex14p の終濃度を 6.25 nM に固定
し、TbPex5p-His の終濃度を 0 から 250 nM
Fig. 2-3 TbPex5p-His 及び GST-TbPex14p 濃度と
HTRF比の相関
384-well plate 上で、各濃度に調整した GST-
TbPex14p及びTbPex5p-Hisまたは TbPex5p(∆1,3)-
Hisをterbium-anti GST抗体/FITC-anti His抗体で標
識し蛍光強度の測定を行った。 (A) 終濃度6.25
nM のGST-TbPex14pに対し、 TbPex5p-Hisを終濃
度0–250 nM (3倍系列希釈)で反応させたときの蛍
光強度を測定し、それぞれHTRF比を算出した
(□)。 (B) 終濃度6.25 nMのTbPex5p-Hisに対し、
GST-TbPex14pを終濃度0–250 nM (3倍系列希釈)で
反応させたときの蛍光強度を測定し、それぞれ
HTRF比を算出した(■)。 (C) 終濃度0–250 nM (3
倍系列希釈)のGST-TbPex14pに対し、それぞれ同
濃度のTbPex5p-HisあるいはTbPex5p(∆1,3)-Hisを
反応させたときの蛍光強度を測定し、それぞれ
HTRF 比 を 算 出 し た ( △ , TbPex5p-His/GST-
TbPex14p; ▲, TbPex5p(∆1,3)-His/GST-TbPex14p)。
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まで上昇させると、HTRF 比は TbPex5p-His の濃度に伴い上昇し、TbPex5p-His 濃度が
25 nM をこえると下降した(Fig. 2-3A)。また、TbPex5p-His の終濃度を 6.25 nM に固定し、
GST-TbPex14p の終濃度を 0 から 250 nM まで上昇させると、HTRF 比は GST-TbPex14p
の濃度に伴い上昇し、GST-TbPex14p 濃度が 7.5 nM をこえると下降した(Fig. 2-3B)。さ
らに、TbPex5p-His 及び GST-TbPex14p の終濃度をともに 0 から 250 nM まで上昇させ
ると、HTRF 比は両タンパク質の濃度に伴い上昇し、その濃度が 7.5 nM をこえると下
降した(Fig. 2-3C)。この時、TbPex5p(Δ1,3)-His 及び GST-TbPex14p の終濃度をともに 0
から 250 nM まで上昇させても、HTRF 比の変動は見られなかった。これらの結果より、
両タンパク質の終濃度が 7.5 nM までの区間において、HTRF 比は TbPex5p–TbPex14p 間
相互作用に伴い上昇しており、相互作用の効率を評価していることが示唆された。したがっ
て、化合物の HTS 系では TbPex5p-His 及び GST-TbPex14p の終濃度 8 nM における両者
の相互作用の効率を評価することとした。また、TbPex5p(Δ1,3)-His 及び GST-TbPex14p の
終濃度をともに 0 から 250 nM まで上昇させても、HTRF 比の変動は見られずタンパク
質を加えていないウェルの HTRF 比とほぼ同値であったことから、系の作業を簡便にす
るために、タンパク質溶液の代わりに HTS buffer を加えたものを”Negative control”に設
定した。 
  スクリーニング化合物は 2 mM の濃度で DMSO に溶解しており、化合物スクリーニ
ング時には HTS 系に DMSO が混入する。DMSO の混入により TbPex5p–TbPex14p 間相
互作用を正確に評価できないことが考えられたため、HTS 系に与える DMSO の影響を
検討した。DMSOを5–8レーンに7.5 nl(終濃度0.03%)、9–12レーンに20 nl(終濃度0.1%)、
13–16 レーンに 60 nl(終濃度 0.3%)、17–20 レーンに 200 nl(終濃度 1%)、21–24 レーンに
600 nl(終濃度 3%)ずつ PODTM Autmation (Labcyte Inc., Sunnyvale, CA)を用いてあらかじ
め分注した 384-well plate を用いた。試薬分注装置 Multidrop Combi reagent dispenser 
(Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA)を用いて、384-well plate全レーンのA–Hに Positive 
control として TbPex5p-His (32 nM)を含む HTS buffer を 5 µl 及び GST-TbPex14p (32 nM)
を含む HTS buffer を 5 µl ずつ、I–P に Negative control として HTS buffer を 10 µl 分注
し、室温で 1 時間反応させた。反応後、全ウェルに Multidrop Combi reagent dispenser を
用いて、HTS buffer で 500 倍希釈した terbium-anti GST/FITC-anti His 抗体混合液 10 µl を
添加し室温で 2 時間反応させた。その後、上記と同様の方法で HTRF 比を求めた。同様
の試験を 3 plate 行った。その結果、Table 2-2 に示すように、終濃度 1%DMSO 存在下に
おいても、DMSO 非存在下における HTRF 比の 95%以上を維持しており、大きな影響
を与えないことが確認された。また、この時、Z’-factor は 0.87 と高い値を示しており、
構築した HTS 系が精度の高いものであることを確認した。 
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 以上の検討結果より、化合物のスクリーニングにおいては以下の条件で化合物スクリ
ーニングを行うこととした。1) 384-well plate 上で、32 nM TbPex5p-His 及び 32 nM GST-
TbPex14p を 5 µl (ともに 1 ウェル当り終濃度 8 nM)ずつ、500 倍希釈 terbium-anti 
GST/FITC-anti His 抗体混液を 10 µl ずつウェル中で混和し、総量 20 µl でアッセイする。
2) 2 mM の濃度で DMSO に溶解した化合物 200 nl (1 ウェル当り終濃度 20 µM)を使用す
る。 3) “Positive control”及び”Negative control”のウェルには DMSO 200 nl を添加する。 
4)”Negative control”のウェルにはタンパク溶液に代わり、10 µl の HTS buffer を添加す
る。この HTS 系により、384-well plate 1 枚当たり 320 種類の化合物の検討が可能とな
った。 
 
2-2.2 HTS 系を用いた化合物スクリーニング 
 構築した HTS 系を用いて化合物のスクリーニングを行った。化合物は東京大学創薬
機構の Protein-Protein inhibition library 11,200 種類及び Core9600 library 9,600 種類の計
20,800 種類を用いた。得られた測定値をもとに HTRF 比を算出し(Fig. 2-4A)、”Positive 
control”のHTRF比より標準偏差の 3倍以上の阻害率を示す化合物を選出した。さらに、
このうち 490 nm の蛍光強度(HTRF ドナーである terbium の蛍光強度)が”Positive control”
及び”Negative control”での測定値に比べ増加しているものを、擬陽性とし候補より排除
した。その結果、上記条件を満たす化合物が 139 種類見つかった。この 139 種類の化合
物に関して、n = 4 による再現性確認試験を行った。その結果、阻害率の平均が高い再
現性で 20%以上を示す化合物を 11 種類見つけた (Fig. 2-4B)。Fig. 2-4C に示すこれら 11
種の化合物の純度は HPLC/MS による測定の結果、化合物 d 及び i 以外すべて約 100%
DMSO (%) 0 0.03 0.10 0.30 1.00 3.00
Ratio (520 nm/490 nm × 100)
TbPex5p–TbPex14p 68.1 ± 2.9 69.0 ± 2.2 69.0 ± 1.8 67.5 ± 2.5 65.2 ± 2.4 58.1 ± 1.9
No protein 6.25 ± 0.17 6.24 ± 0.12 6.21 ± 0.15 6.26 ±0.24 6.19 ± 0.21 6.25 ± 0.14
Ratio (%)* 100 101 101 99.1 95.8 85.3
S/B† 10.9 11.1 11.1 10.8 10.5 9.29
CVmax (%)‡ 4.2 3.2 2.6 3.6 3.7 3.3
CVmin (%)‡ 2.8 1.9 2.4 3.8 3.4 2.3
Z’-factor 0.85 0.89 0.91 0.87 0.87 0.88
Table 2-2 DMSOがHTS系に与える影響
*: DMSO濃度0%におけるTbPex5p–TbPex14pのHTRF比を100%とした時の各DMSO濃度における
TbPex5p–TbPex14pのHTRF比の割合 †: Signal/Background 比, S/B = Avmax/Avmin ‡: Positive control (max)あ
るいはNegative control (min)の変動係数 (coefficient of variation), CV = SD/Av × 100
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であり化合物 i の純度は 91%であった。化合物 d は同一分子量の化合物が 51: 49 の割合
で含まれていた。この 11 種類の化合物をヒット化合物とし、これらの化合物について
2 次スクリーニングを行った。 
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2-2.3 pull-down assay による 2 次スクリーニング 
 HTS により選出した 11 化合物に関して、TbPex5p-His 及び GST-TbPex14p を用いた
GST pull-down assay による 2 次スクリーニングを行った。また、同時にヒト Pex5p (His-
HsPex5p)及び Pex14p (GST-HsPex14p)を用いた His-tag pull-down assay を行い、化合物の
選択性評価を行った。pull-down assay は 64 nM の TbPex5p-His あるいは His-HsPex5p 及
び GST-Tbpex14p あるいは GST-HsPex14p を含む 200 µl の pull down buffer で行った。化
合物は、HTS 系におけるタンパク質と化合物のモル比(タンパク質:化合物 = 8 nM:20 
µM)に合わせるため、終濃度 160 µM とし、2 mM あるいは 10 mM 化合物の DMSO 溶液
16 µl あるいは 3.2 µl を、先の 200 µl の系に添加し assay を行った。その結果、Positive 
control として 3.2 µl あるいは 16 µl の DMSO (終濃度 1.6%あるいは 8% DMSO)を加えた
系においては、ほぼ同量の TbPex5p-His が resin に結合した GST-TbPex14p と結合し共沈
した(Fig. 2-5A 上段; レーン 4 及び 5)。一方、GST-TbPex14p 非存在下では TbPex5p-His
は共沈しなかった(Fig. 2-5A 上段; レーン 3)。また、GST-TbPex14p 存在下で、化合物 i
の添加により TbPex5p-His の共沈量は著しく減少し、TbPex5p–TbPex14p 間相互作用を
強力に阻害していることが示唆された(Fig. 2-5A 上段; レーン 14)。化合物 k の添加によ
っても TbPex5p-Hisの共沈量は減少したが、同時にGST-TbPex14pの量も減少しており、
化合物 k は TbPex5p–TbPex14p 間相互作用だけでなく、GST-TbPex14p の resin に対する
結合も阻害していることが示唆された。さらに、His-tag pull-down assay により、化合物
の HsPex5p–HsPex14p 間相互作用に与える影響を評価した結果、Fig. 2-5A 下段に示すよ
うに、化合物 i は HsPex5p-HsPex14p 間相互作用影響を与えておらず、TbPex5p–TbPex14p
間相互作用を選択的に阻害していることが示唆された。化合物 i~k について、n = 3 の
再現性確認試験を行いバンドの濃さより TbPex14p に対する TbPex5p-His の結合量を算
Fig. 2-4 化合物スクリーニングの結果 (35ページ)
(A) 化合物スクリーニングにおける1 plateあたりの結果の一例。横軸に384-well plateの各ウェルを左か
らA2, A3…P22, P23の順で並べ、各ウェルにおけるHTRF比を縦軸で示した。 (B) 11化合物の阻害率(%)。
4回独立試行により得られた各化合物の阻害率の平均及び標準偏差を求めた。(C) TbPex5p–TbPex14p間
相 互 作 用 を 阻 害 し た 11 化 合 物 の 構 造 。 化 合 物 a, 2,3-dihydro-7-[2-hydroxy-3-(2-methyl-1-
piperidinyl)propoxy]cyclopenta[c][1]benzopyran-4(1H)-one hydrochloride; 化合物b, ethyl 2-(acetylimino)-1,5-
dihydro-10-methyl-5-oxo-1-propyl-2H-dipyrido[1,2-a:2‘,3’-d]pyrimidine-3-carboxylate; 化合物c, 1,3-dimethyl-
6,7-diphenyl-2,4(1H,3H)-pteridinedione; 化 合 物 d, 2-[[4-(diethylamino)phenyl]methylene]-N-
phenylhydrazinecarboxamide; 化 合 物 e, 2-[[4-(dimethylamino)phenyl]methylene]-N-(2-
thienyl)hydrazinecarboxamide; 化合物 f, 3-amino-N-(4-methylphenyl)-2-benzofurancarboxamide; 化合物 g,
methyl 1-[(2-methoxyethyl)amino]-4-isoquinolinecarboxylate; 化合物h, 7-hydroxy-6-methoxy-3-[(2-oxo-2H-1-
benzopyran-7-yl)oxy]-2H-1-benzopyran-2-one; 化 合 物 i, 4-{[2-(methoxycarbonyl)-5-(2-thienyl)-3-
thienyl]amino}-4-oxo-2-butenoic acid; 化 合 物 j, 2,3-dihydro-6-methyl-2-(5-nitro-2-thienyl)benzoxazole;
Compound k, 4,4‘-oxybis[N-(4-hydroxyphenyl)benzamide。
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出した結果、化合物 i は TbPex5p–TbPex14p 間相互作用を約 80%阻害していることが明
らかとなった。化合物 i の IC50は 150 ± 88.2 µM であった。 
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Fig. 2-5 pull-down assayによる化合物2次スクリーニング
(A) 11化合物がTbPex5p–TbPex14p及びHsPex5p–HsPex14p間相互作用に与える影響をそれぞれGST pull-
down(上段)及びHis-tag pull-down assay(下段)により解析した。レジン共沈タンパク質について抗His抗
体、抗GST抗体、抗HsPex5p抗体を用いたimmunoblottingを行った。レーン1及び2は25% input、レーン
3(N)はGST-TbPex14pあるいはHis-HsPex5p非存在下/1.6% DMSO存在下でのNegative control、レーン
4(P1)及び5(P2)はそれぞれ8%及び1.6% DMSO存在下でのPositive control、レーン6~15は1.6% DMSO及び
各化合物存在下でのassay結果、レーン16は8% DMSO及び各化合物存在下でのassay結果を示す。 (B)
Fig. 2-5AでTbPex5p–TbPex14p間相互作用を選択的に阻害した4化合物に関して、n = 3の再現性確認試験
をGST pull-down assayにより行った。抗His抗体、抗GST抗体を用いたimmunoblottingの結果について、
Image Jにより定量を行った。定量結果をもとに、レジンに結合したGST-TbPex14pに対するTbPex5p-
Hisの結合率を算出し、各化合物の阻害率を求めた。 (C) TbPex5p–TbPex14p間相互作用を選択的に阻害
した化合物iの構造式: 4-{[2-(methoxycarbonyl)-5-(2-thienyl)-3-thienyl]amino}-4-oxo-2-butenoic acid。
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2-2.4 ヒット化合物の GST への影響 
 Fig. 2-5A lane 14 より、化合物 k の添加
により bait タンパク質である GST-
TbPex14p 量が減少しており、化合物 k は
GST-TbPex14p の resin に対する結合を阻
害していることが示唆された。このことか
ら、化合物が融合した GST に作用するこ
とで、GST-TbPex14p の resin への結合量が
低下したことが考えられたため、
TbPex5p–TbPex14p 間相互作用を選択的に
阻害した 3 化合物に関して、各化合物存在
下における GST の glutathione-Sepharose 
4B resin への結合量を検証した。その結果、
化合物 k 存在下において GST は Positive 
control とほぼ同量が結合し共沈した (Fig. 
2-6)。このことから、化合物 k は GST の
resin への結合には影響しないことが示唆された。 
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Fig. 2-6 化合物がGSTに与える影響
64 nMのGSTと各化合物を室温で2時間反応させ、
glutathione-Sepharose 4B resinを用いてGSTを回収
した。この時、コントロールとして8%(P1)あるい
は1.6%(P2)DMSOと 64 nMのGSTを室温で2時間反
応させ、glutathione-Sepharose 4B resinを用いて
GSTを回収した。回収したサンプルをSDS-PAGE
後、抗GST抗体を用いたimmunoblottingを行った。
得られた結果について、Image Jを用いた定量を
行い、8%DMSO存在下でのGSTの結合量を1とし
とした時の、各化合物存在下におけるGST結合率
を算出した(下段”interaction ratio”)。
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2-4. 考察 
 
 ヒト及び原虫において Pex5p と Pex14p の相互作用を介したペルオキシソームあるい
はグリコソームの生合成は生命維持に重要であり、その欠損や機能不全は致命的な影響
を与える[62,63]。したがって、原虫 T. brucei Pex5p–Pex14p 間相互作用を特異的に阻害
することは T. brucei に致命的な影響を与える可能性があり、新規感染症治療薬開発の有
効なターゲットになり得る。第 1 章において TbPex5p–TbPex14p 間相互作用分子基盤の
解析を行い、相互作用に重要な領域を明らかにした。その結果、ヒトと T. brucei で結合
に重要なモチーフの位置や数に違いがあった。さらに、Pex5p 及び Pex14p 全アミノ酸
配列のヒトと T. brucei 間での同一性はそれぞれ 22.0%及び 9.3%と低い。これらヒトと
T. brucei 間での相違により、T. brucei 選択的な Pex5p–Pex14p 間相互作用阻害化合物の
開発は可能であると考えられる。 
 Pex5p–Pex14p 間相互作用についてはこれまで、第 1 章で行ったような pull-down assay
や SPR 解析法、ゲル濾過法、酵母や哺乳動物を用いた two-hybrid 法等が用いられてき
たが[24,40,56,64]、多種類の化合物の相互作用への影響を迅速に評価するスクリーニン
グ系としては不適当である。したがって、TbPex5p–TbPex14 相互作用を阻害する化合物
を探索するためには、異なった相互作用評価系の構築が必要である。そこで本章では、
蛍光物質で標識した抗体を用い、FRET を応用した HTRF 法により TbPex5p–TbPex14p
間相互作用を評価する HTS 系の構築を試みた[61]。 
 はじめに、HTRF 抗体ペアである terbium-anti GST 抗体及び FITC-anti His 抗体を用い
て TbPex5p–TbPex14p 間相互作用が検出可能であるかを検証した。その結果、タンパク
質非存在下あるいは TbPex14p との結合能を欠損した TbPex5p(Δ1,3)-His 及び GST-
TbPex14p 存在下に比べ、TbPex5p-His 及び GST-TbPex14p 存在下で HTRF 比の著しい上
昇が確認された (Fig. 2-2B)。このことから、terbium-anti GST 抗体及び FITC-anti His 抗
体を用いた本 assay 系は、TbPex5p–TbPex14p 間相互作用を特異的に検出していることが
示唆された。次いで、使用するタンパクの質濃度の検討を行った。その結果、0~7.5 nM
の区間で TbPex5p-His 及び GST-TbPex14p 両タンパク質濃度依存的な HTRF 比の上昇が
確認され、タンパク質濃度が 7.5 nM を超えると濃度上昇に伴い HTRF 比が低下した。
一方、TbPex5p(Δ1,3)-His 及び GST-TbPex14p は終濃度 250 nM まで添加しても、HTRF 比
は上昇しなかったことから、本 assay 系は TbPex5p–TbPex14p 複合体形成量依存的な相
互作用評価系であることが示唆された(Fig. 2-3C)。TbPex5p-His 及び GST-TbPex14p の濃
度が 7.5 nM を超えると HTRF 比が低下した要因としては、添加した抗体に対して標的
タンパク質が過飽和状態となることで、抗体で標識されたタンパク質と標識されていな
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いタンパク質間での複合体が形成され、シグナルが低下するフック効果によるものと考
えられる[65]。このフック効果が起きるフックポイントでは、タンパク質と抗体の結合
が飽和状態となっており、最大のシグナルを得られるため本 assay 系においては両タン
パク質の終濃度 8 nM で assay することとした。 
 確立した assay 系の頑強性や信頼性を表す指標として、Z’-factor や S/B 比、CV 値な
どの各種パラメータがある。Z’-factor はデータのばらつきやダイナミックレンジを考慮
し算出され、系の最適度や精度を示す指標となる[66]。また、S/B 比は assay 系のダイナ
ミックレンジを、CV 値は各群でのばらつきの度合いを表す。化合物のスクリーニング
において、Z’-factor は 0.5 以上、S/B 比は 5 以上、CV 値は 10%以内であることが求めら
れる[67]。今回構築した assay 系は、Z’-factor = 0.85、S/B 比 = 10.9 であり、Positive control
及び Negative control の CV 値が共に 10%以内であったことから、化合物のスクリーニ
ングに適した assay 系であることが確認された(Table 2-2)。また、1% DMSO 存在下にお
いても、これらの基準を満たしており、DMSO 非存在下における HTRF 比の 95%以上
を維持していることから、大きな影響を与えないことが確認された。これら各バリデー
ションを経て最適化された HTS 系により、20,800 化合物のスクリーニングを行い
TbPex5p–TbPex14p 間相互作用を阻害する化合物 11 種を見出すことに成功した。 
 本 HTS 系では、terbium-anti GST 抗体あるいは FITC-anti His 抗体による GST-TbPex14p
あるいは TbPex5p-Hisの認識を化合物が阻害することにより生じる擬陽性を排除できな
い。そこで 11 種のヒット化合物に関して、pull-down assay による 2 次スクリーニング
を行った。その結果、化合物 i、は TbPex5p–TbPex14p 間相互作用を強力に阻害した。さ
らに、化合物 j 及び k もまた、TbPex5p–TbPex14p 間相互作用を阻害していた。しかし
ながら、これら二つの化合物の添加により、GST-TbPex14p の量も減少していたことか
ら、TbPex5p–TbPex14p 間相互作用だけでなく、GST-TbPex14p の resin への結合も阻害
していることが示唆された。これら二つの化合物は、GST の resin に対する結合には影
響を及ぼしていないことから(Fig. 2-6)、GST-TbPex14p の GST 部位ではなく、TbPex14p
に影響を及ぼしていると予想される。 
さらに本研究では T. brucei 選択的な化合物を見出すことを目的として、ヒトホモログ
である HsPex5p 及び HsPex14p をもちいた pull-down assay によりヒット化合物のカウン
ターアッセイを行った。HsPex5p 及び HsPex14p の pull-down assay においては、His-
HsPex5p が非特異的に resin に吸着するため、His-tag pull-down assay による解析を行っ
た。その結果、Fig.2-5A の下段に示すように、スクリーニングにより見出された 11 化
合物は HsPex5p–HsPex14p 間相互作用に影響を及ぼさず、化合物 i は選択的に TbPex5p–
TbPex14p 間相互作用を阻害することが示唆された。 
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 化合物 i、4-{[2-(methoxycarbonyl)-5-(2-thienyl)-3-thienyl]amino}-4-oxo-2-butenoic acidの
作用機序は不明である。第 1 章で示したように、ヒトと T. brucei 間で Pex14p の N 末端
領域の構造は類似しており、T. brucei もまた WXXXF/Y を介した相互作用を行ってい
る。これに加え、今回見出した化合物 i は T. brucei 選択的に阻害をしていることから、
化合物 i は WXXXF/Y モチーフと TbPex14p の N 末端領域の結合を直接阻害していない
と考えられる。化合物 i は二つのカルボニル基とアミド結合を有している。さらに、ヘ
テロ原子を有しており、タンパク質の水素結合の供与体もしくは受容体となる。これら
の存在は、化合物 iがポケットを形成するタンパク質と結合しうることを示唆している。
今回、TbPex5p–TbPex14p 間相互作用を阻害した三種の化合物、i、j、k 間に構造的な類
似性はない(Fig.2-4C)。しかしながら、化合物 j はニトロ基や α-アミノエーテルを、化合
物 k はフェノール性水酸基を有しており、ともに水素結合を形成しうる。これらの化合
物はタンパク質が形成するポケットに組み込まれる可能性がある。 
 第 1 章で示したように、ヒトと T. brucei 間で Pex5p と Pex14p の相互作用分子基盤は
非常に似ている[68]。しかしながら、ヒトと T. brucei 間でのアミノ酸全長の相同性は、
Pex5p で 20%、Pex14p で 27%であり、さらに、Pex14p との結合モチーフ、WXXXF/Y、
の周辺のアミノ酸配列はヒトと T. brucei で異なる(Fig. 2-7A)。Pex14p の Pex5p 結合サイ
トの周辺配列もまた両者で異なっている(Fig. 2-7B)。これらの違いから、化合物 i は
TbPex5p  MDCGAGFALGQQLAKDALHMQGGVRPGTTGNVEQDALMTGMMVPPTGPMEDWAQHFAAHQ 60 
HsPex5p  MAMREL----------VEAECGGANPLMKLAGHFT--QDKALRQE-GLRPGPWPPGAPAS 47 
         *                    **  *                    *         *    
 
TbPex5p  HHHQQHQQMMMQRQHNDALMIQQQHRDMEEAFRASA--RAGAPQQANAGPLMMPPGPM-- 116 
HsPex5p  EAASKPLGVASEDELVAEFLQ---DQNAPLVSRAPQTFKMDDLLAEMQQIEQSNFRQAPQ 104 
                                         **                           
 
TbPex5p  MMAGGMAPMMHAGGF----MMGGMPQMMPCTPMGMNMGMAPVATM----NPATTSTVSGA 168 
HsPex5p  RAPGVADLALSENWAQEFLAAGDA--------VDVTQDYNETDWSQEFISEVTDPLSVSP 156 
            *                 *                              *        
 
TbPex5p  REGA---------TAVSSAAPGVVDLGGDSAWAEKLHQAEWGQDYKDVEVHTVEGSTAQT 219 
HsPex5p  ARWAEEYLEQSEEKLWLGEPEGTAT---DRWYDEY-HPEEDLQHTASDFVAKVDDPKLAN 212 
            *                 *      *    *  *  *  *      *  *        
 
TbPex5p  VEE---HAKTS-KFYEFMDKIRKKELLVDEDSGEVVQGPGPDPDVEADTEYLARLAAMEG 275 
HsPex5p  SEFLKFVRQIGEGQVSLESGAGSG---RAQAEQWAAEFIQQQGTSDAWVDQFTRPVNTSA 269 
          *                                            *      *       
 
TbPex5p  INVPPSVMDHMQGQDGVQRGTDED----MEGMMGDDVYDPSADVEQWAQEYAQMQAMQER 331 
HsPex5p  LDMEFERAKSAIESDVDFWDKLQAELEEMAKRDAEAHPWLSDYD------------DLTS 317 
                       *             *           *                    
 
TbPex5p  LQNNTDYPFEANNPYMYHENPMEEGLSMLKLANLAEAALAFEAVCQKEPEREEAWRSLGL 391 
HsPex5p  ATYDKGYQFEEENPLRDHPQPFEEGLRRLQEGDLPNAVLLFEAAVQQDPKHMEAWQYLGT 377 
               * **  **   *  * ****  *    *  * * ***  *  *   ***  **  
 
TbPex5p  TQAENEKDGLAIIALNHARMLDPKDIAVHAALAVSHTNEHNANAALASLRAWLLSQPQYE 451 
HsPex5p  TQAENEQELLAISALRRCLELKPDNQTALMALAVSFTNESLQRQACETLRDWLRYTPAYA 437 
         ******   *** **     * *       ***** ***     *   ** **   * *  
 
TbPex5p  QLGSVNLQADVDID-DLNVQSEDFFFAAPNEYRECRTLLHAALEMNPNDAQLHA--SLGV 508 
HsPex5p  HLVTPAEEGAGGAGLGPSKRILGSLLSD-SLFLEVKELFLAAVRLDPTSIDPDVQCGLGV 496 
          *                               *   *  **    *          *** 
 
TbPex5p  LYNLSNNYDSAAANLRRAVELRPDDAQLWNKLGATLANGNRPQEALDAYNRALDINPGYV 568 
HsPex5p  LFNLSGEYDKAVDCFTAALSVRPNDYLLWNKLGATLANGNQSEEAVAAYRRALELQPGYI 556 
         * ***  ** *      *   ** *  *************   **  ** ***   ***  
 
TbPex5p  RVMYNMAVSYSNMSQYDLAAKQLVRAIYMQVGGTTPTGE--ASREATRS------MWDFF 620 
HsPex5p  RSRYNLGISCINLGAHREAVEHFLEALNMQRKSRGPRGEGGAMSENIWSTLRLALSMLGQ 616 
         *  **   *  *      *      *  **     * **  *  *   *            
 
TbPex5p  RMLLNVMNRPDLVELTYAQNVEPFAKEFGLQSMLL 655 
HsPex5p  SDAYGAADARDLSTLLTMFGLPQ------------ 639 
                   **  *                     
TbPex14p  -MSLLLSGVVDDGKSKPEVEHTHSEREKRVSNAVEFLLDSRVRRTPTSSKVHFLKSKGLS 59 
HsPex14p  MASSEQAEQPSQPSSTPGSENVLP-REPLIATAVKFLQNSRVRQSPLATRRAFLKKKGLT 59 
            *             * *  *   **     ** **  ****  *      *** ***  
 
TbPex14p  AEEICEAFTKVG----QPKTLNEIKRILSERPYVPTGPNSQHMTQPLRDESADSVPTPHP 115 
HsPex14p  DEEIDMAFQQSGTAADEPSSLGPATQVVPVQPPHLISQPYSPAGSRWRDYGALAIIMAG- 118 
           ***  **   *    *  *          *               **  *  
 
TbPex14p  NQSRRHTSLLYAPQAPPLPEAAAATRGVDWRDLVI 150 
HsPex14p  -IAFGFHQLYKKYLLPLILGGREDRKQLERMEA-- 150 
                  *      *  
(A) (B)
Fig. 2-7 TbPex5p及びHsPex5pの全長アミノ酸配列
並びに TbPex14p及びHsPex14pのN末端領域のア
ミノ酸配列
(A) CLUSTAL Wを用いてTbPex5pとHsPex5pの全
長配列のアラインメントを行った。WXXXF/Yモ
チーフを赤枠で囲い、アスタリスク(*)は保存さ
れたアミノ酸残基を示す。TbPex5p, Accession no.
CP00068.1; HsPex5p, Accession no. P50542 (B)
CLUSTAL Wを用いてTbPex14p及びHsPex14pのN
末端領域のアラインメントを行った。アスタリス
ク(*)は保存されたアミノ酸残基を示し、Pex5p結
合サイトを灰色で示した。TbPex14p, Accession no.
Q38CL4; HsPex14p, Accession no. 075381
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TbPex5p–TbPex14p 間の結合サイトとは異なる部位で T. brucei 特異的に Pex5p、Pex14p
と結合し、その相互作用を阻害したと考えられる。 
本研究で、TbPex5p–TbPex14p 間相互作用を阻害した化合物 i は脂肪細胞脂肪酸結合
タンパク質 AFABP/eP2 の阻害剤であることが報告されている[69]。化合物 i は長鎖脂肪
酸と同じ結合様式で AFBAP/eP2 と相互作用している。一方で、ヒト及びトリパノソー
マにおける全長のPex5p及びPex14pの構造はいまだ明らかとなっていない。そのため、
TbPex5p あるいは TbPex14p のどこに化合物 i が結合するかは不明である。しかし、
TbPex5p 及び TbPex14p は脂肪酸結合タンパク質のような ligand 結合ポケットを持って
いないと考えられるため、異なる化合物 i 結合サイトを有すると考えられる。以上のこ
とから、本研究により TbPex5p–TbPex14p 間相互作用を選択的に阻害することが明らか
となった化合物 iは新規トリパノソーマ感染症治療薬開発においてシード化合物になる
と考えられる。そのためには、化合物 i の in vivo における抗トリパノソーマ活性の検証
が必要である。 
さらに、本研究で構築した HTRF 法を基盤とした HTS 系は感度が非常に高く、正確
にタンパク間相互作用を評価するものである。また、assay の全工程にわたり洗浄操作
等が不要な homogeneous な系であるため、大量の化合物のスクリーニングを簡便かつ迅
速に行うことが出来る。そのため、Pex7p–Pex14p や PTS-1 タンパク質–Pex5p、PTS-2 タ
ンパク質–Pex7p など他のグリコソーム生合成経路のタンパク質間相互作用を標的とし
たスクリーニング系の構築も可能であり、これら複数経路でのグリコソーム生合成阻害
を標的とすることで、有効な新規治療薬開発の可能性を大きく広げるものであると考え
られる。 
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総括 
 本研究により、T. brucei Pex5p–Pex14p 間相互作用の分子基盤及びそれを標的とした新
規治療薬の開発に関して、以下の知見及び成果を得た。 
 
1. TbPex14p の N 末端領域の構造は哺乳動物におけるその構造と類似しており、
T.brucei においても WXXXF/Y を介して Pex5p と相互作用していることが明ら
かとなった。 
2. ヒトを含む哺乳動物においては複数のWXXXF/Yモチーフが相互作用に関与し
ているのに対し、T. brucei では 3 か所存在するモチーフのうち N 末端から 3 番
目のみが TbPex14p との相互作用に関与することを明らかにした。 
3. 新規トリパノソーマ感染症治療薬開発を目的とした精度の高い HTS 系を構築
し、20,800 種の化合物の中から TbPex5p–TbPex14p 間相互作用を選択的に阻害
する化合物を見出した。 
 
 本研究では、Pex14p の N 末端領域中に種を超え広く保存されたアミノ酸が存在する
ことから、ヒト Pex14p 同様その領域が Pex5p との相互作用に重要であることを予想し
解析を行った。その結果、TbPex14p においてもこの領域は Pex5p との相互作用に重要
であることが明らかとなった。このことから、同様に高度に保存されたアミノ酸を有す
る他の生物種の Pex14p でも同領域が重要であることが予想される。しかしながら、そ
のカウンターパートである Pex5p では、相互作用に重要なモチーフの位置や数が異なっ
ていることを明らかとし、その結合様式は哺乳動物と原虫では異なっていることが示唆
された。そのため、Pex5p あるいは Pex14p をターゲットとした創薬は T. btrucei のみな
らず、Leishmania など Pex5p を有する他の感染性生物に対しても有効であると予想され
る。実際に、第 2 章で行った化合物探索により、T. brucei 選択的な Pex5p–Pex14p 間相
互作用阻害化合物を見出すことに成功した。この化合物の詳細な阻害機序は不明である
が、この結果からも、Pex5p–Pex14p 間相互作用がヒトと T. brucei における Pex5p–Pex14p
間相互作用様式が異なっていることが推察される。本研究第 2 章で構築した HTS 系は
タンパク間相互作用を評価するものであり、本 HTS 系を他のグリコソーム生合成経路
のタンパク質間相互作用を標的としたスクリーニング系に応用することで、より多くの
有効なトリパノソーマ感染症治療薬開発が可能であると考えられる。 
トリパノソーマ感染症は貧困国で流行していることもあり、治療薬の開発が遅れてい
る「顧みられない病気」の一つである。その中で、本研究の知見及び成果は新規原虫感
染症治療薬開発に貢献すると考えられる。 
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